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RESUMO

LIMA, Renata Vianna, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, julho de 2005.
Avaliacao das caracteristicas fisicas e biolégicas das sementes de urucu c.v.
casca verde durante o desenvolvimento da maturacgao fisiolégica. Orientador:
Prof Dr. José Carlos Lopes. Co-orientadores: Prof. Dr. Edilson Romais Schmildt;
Profe. Dr?. Renata Maria Strozi Alves Meira.

O urucu (Bixa orellana L.) € uma Bixaceae, cujas sementes apresentam
baixa taxa de germinagao. Este trabalho teve como objetivo estudar a maturacéo e a
germinagao de sementes de urucu. Os estudos foram conduzidos no delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticbes de 20 frutos e/ou 50
sementes, onde foram avaliados o vigor e a capacidade germinativa. Na maturagao,
cada inflorescéncia foi identificada na antese, e nos frutos avaliados: didmetro,
comprimento, peso, coloragdo, teor de agua e massa seca; e, nas sementes,
avaliados: massa de mil sementes, velocidade e porcentagem de germinagao. Nas
fases de maturagao foram feitas extragao e dosagem de bixina e cortes para estudo
citologico. Na avaliagcdo em diferentes temperaturas e substratos, foram utilizadas
sementes intactas e sementes escarificadas, em esquema fatorial 2x6x4. Os
substratos utilizados foram: a areia, a vermiculita, o pé6 de coco, o pd de serra, o
Plantmax® e o rolo de papel Germitest® e as temperaturas foram de 20, 25, 30 e 20-
30°C. Sementes intactas, sementes sem tegumento e apenas eixos embrionarios
foram avaliados na germinacgao in vitro, onde foi utilizado meio de cultivo MS, com
diferentes concentragdes de agar (4, 6, 8 e 10 g L™) em esquema fatorial 3x4, com

duas repeticdes de cinco tubos e uma semente por tubo. Avaliou-se a protrusédo da
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raiz principal com 2 mm de comprimento e o desenvolvimento da radicula para eixos
embrionarios. Concluiu-se que: a maturagao fisioldégica, maior indice de vigor e teor
de corante das sementes, ocorre aos 77 dias apds a antese; ha dorméncia apos a
maturagao; os substratos: areia, vermiculita e rolo de papel, sob temperaturas de 25,
30, 20-30°C podem ser considerados os melhores para a germinagao; e, as
sementes sem tegumento, em meio contendo 4 g L™ de agar, apresentaram maior

porcentagem de germinacao.

Palavras-chave: Bixa orellana, capacidade germinativa, vigor, periodo de colheita,

bixina.
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ABSTRACT

The annatto (Bixa orellana L.) is a Bixaceae and its seeds presented low
percentage of germination. This work was carried out with the objective to study the
maturation and germination of annatto seeds. The experimental follows a completely
randomized design with four replication using 20 fruits or 50 seeds. In this research
was evaluated vigor and germination capacity; and studied seed maturation process.
The following experimental procedures was realized: At each inflorescence was
identified in the anthesis; for each fruit harvested was determined: diameter, length,
weight, color, moisture content and dry weight; and for extracted seeds were
analyzed: color, moisture content, dry weight, weight of 1000 dried seeds, bixin
content index, and the speed and percentage of germination. Also it was evaluated
effects of temperatures and substrates in germination of intact and scarified seeds. In
this case was employed the experimental design 2x4x6 factorial. It was utilized the
following temperatures: 20, 25, 30 and 20-30°C. Utilized substrates were: sand,
vermiculite, fiber coconut, wood fiber, Plantmax® and paper roll. At the study of
germination in vitro, it was utilized culture medium MS with different concentrations of
agar and the experimental design was a 3x4 factorial considering: (i) intact seeds;

(i) seeds without tegument; (iii) embryo axis; and (iv) four level of agar (4,6,8 e 10 g



L™). Two replications were realized using five tubes with one seed per tube. The
germination criterion adopted was the protrusion of the primary root with size equal
or greater than 2 mm. Results show that: (i) the physiologic maturation, better vigor
index and better drift of pigment of the seeds occurred for fruits harvest 77 days after
anthesis; (ii) seeds presented dormancy before physiologic maturation; (iii) the
utilization of the substrates sand, vermiculite and paper roll, under temperatures of
25, 30, 20-30°C improved the germination; and (iv) seeds without tegument
presented better percentage of germination in culture medium contained 4 g L™ of
agar.

Index terms: Bixa orellana, germinative capacity, vigor harvest period, bixin.



INTRODUGCAO

A espécie Bixa orellana L. é uma planta perene, oriunda das Américas
Central e do Sul, com caracteristicas de varzeas da Floresta Amazodnica,
podendo ser cultivada até 1.200 m de altitude. Pertencente a familia Bixaceae,
com a denominagao de urucu, urucum, acgafroa e agafroeira da terra (Lorenzi,
1998). E uma planta condimentar de larga utilizagdo na culinaria. No Estado do
Espirito Santo, exerce grande importincia, tendo em vista um numero
consideravel de industrias que utilizam as sementes para a fabricagdao de um
condimento caseiro muito comum, conhecido como colorau. A
comercializagdgo ¢é interna e para os estados do Nordeste, mais
acentuadamente a Bahia, onde o plantio do urucu cresceu aproximadamente
200% na ultima década, surgindo como alternativa econémica a cafeicultura.
Entretanto, a baixa qualidade das sementes torna a exportagao praticamente
inviavel, mesmo sendo o Brasil considerado o maior produtor mundial, com
cerca de oito mil toneladas/ano, estando a cultura presente em praticamente,

todos os estados brasileiros. A ineficacia na exportacido se deve



especialmente ao baixo teor de bixina produzido (Ramalho et al., 1988; Kiss,
1998).

Atualmente ha uma tendéncia generalizada ao uso de corantes naturais. Sao
muitas as vantagens do corante processado ou semiprocessado, principalmente na
forma de pod, como facilidade de manuseio, transporte, estocagem e diversidade do
uso. Apesar dos corantes sintéticos terem menores custos de produgdo, maior
estabilidade e capacidade tintorial, 0 que se constata € que, a despeito dessas
vantagens, o numero de aditivos sintéticos permitidos nos paises desenvolvidos vem
diminuindo a cada ano. E em paises como Estados Unidos e Japao, ja existe a
proibicdo do consumo de alimentos que contenham corantes sintéticos, devido ao
efeito cancerigeno. Em anos recentes, tem se manifestado uma consciéncia
crescente em torno das caracteristicas possivelmente toxicas de muitos corantes
(Urucum, 2005).

Segundo Gomes & Bruno (1992), a cultura do urucu vem se expandindo cada vez mais, face as perspectivas favoraveis ao
aumento da demanda pelas industrias e as exportagdes de seus graos. O aumento da area cultivada e a evolugao
apresentada pelos sistemas de cultivo vao exigir um padréo de qualidade superior para o material propagativo.

Para que a germinagéo ocorra é necessario que as sementes estejam maduras, viaveis e nao dormentes. Além da
dorméncia imposta pelo tegumento, outros fatores como embrido imaturo, presenga de inibidores, auséncia de promotores
de germinagéo, assim como exigéncias especiais de luz, temperatura, natureza do substrato podem estar associados a
baixa germinagéo das sementes (Brasil, 1992; Bewley & Black, 1994).

Segundo Popinigis (1985), a maturagdo compreende as transformagdes morfolégicas, fisioldgicas e funcionais que se
processam no 6vulo fecundado, que culmina com o atingimento do peso maximo de massa seca, estadio em que a
semente atinge também maior capacidade germinativa e vigor. Na espécie Bixa orellana L., segundo Amaral et al. (2001), a
maturagao das sementes culmina com aumento da impermeabilidade do tegumento a agua, mecanismo de dorméncia
imposta pelo tégmen, sendo necessaria, entdo, a escarificagdo das sementes para que as mesmas germinem.

Embora a propagacédo desta espécie seja feita, na maioria das vezes por
sementes, por ser mais facil e econbmica do que a propagacado vegetativa e a
micropropagacao (Pereira et al., 1995), e por ser o principal método de reprodugao
das plantas na natureza e o mais utilizado pelos agricultores (Ramalho et al., 1988;
Hartmann et al., 1990), a propagacéo in vitro propicia vantagens sobre os métodos

convencionais de propagacgao, permitindo a obtengédo em curto espago de tempo e



em qualquer época do ano, de um grande numero de plantas de boa qualidade
fitossanitaria e autenticidade vegetal (Maciel et al.,, 2000). Embrides cultivados in
vitro permitem, além de outros usos, superar a dorméncia em certos tipos de
sementes (Pasqual & Pinto, 1988).

O presente trabalho teve por objetivos avaliar as caracteristicas fisicas e
bioldgicas das sementes de urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde durante o
desenvolvimento da maturagdo fisioldgica, visando identificar o periodo de
florescimento do urucuzeiro na regido de Alegre-ES, conhecer o ponto de maturagéo
fisiolégica, entender os mecanismos de germinacao, avaliar métodos para melhorar
0 processo germinativo, avaliar diferentes substratos e temperaturas para
germinagao, analisar a estrutura do tegumento para entender os mecanismos de
dorméncia de suas sementes e quantificar o pigmento bixina durante as fases de

maturacao.



REVISAO DE LITERATURA

O urucu

Muitas informagbes sao encontradas em relacdo a origem do urucuzeiro
(Bixa orellana L.). Alguns autores afirmam que € uma espécie originaria da América
Central e cultivada nos trépicos em todo mundo podendo atingir de 3 a 5 m de
altura. Outros afirmam que é originaria da América do Sul, mais especificamente da
regido amazoénica (Urucum, 2005).

Suas folhas sao dentadas, cordiformes e pontudas, medindo de 8 a 11 cm
de comprimento. As flores sdo grandes, ornamentais, de coloracao résea, branca ou
lilases, medindo de 3 a 5 cm de diametro, reunidas em paniculas terminais de 10 a
15 cm de comprimento e pedunculo com pubescéncia ferruginea, escamiforme e
com numero de flores variaveis. Possui cinco sépalas castanho-esverdeadas de
aproximadamente 1 cm de comprimento; cinco pétalas grandes, arredondadas, com
tamanho variando de 1,5 a 2,5 cm de comprimento; o pistilo e os numerosos
estames se apresentam com 1,5 cm de comprimento, sendo o primeiro composto de
ovario supero e unilocular, estilete curto e estigma bilobulado. A floragdo é
escalonada, ou seja, primeiro abrem as flores da parte superior e depois as da parte
inferior. Os frutos constituem-se por capsulas ovdides e cada uma delas contém de
30 a 40 sementes cobertas por uma polpa mole e vermelha. As sementes sao
grosseiras, obovodides e a medida que vao amadurecendo a polpa a sua volta vai
endurecendo, tornando-se sélida (Barroso, 1978; Correa, 1978; Lorenzi, 1998).

Segundo Cavalieri (1991), em uma planta adequadamente cultivada, pode-

se alcangar uma produtividade de 200 a 300 gramas de semente/pé no primeiro ano



e até 6.000 gramas de semente/pé no quinto ano.

Os indigenas ja usavam seu corante, obtido em misturas, para colorir suas
peles, como ornamentagado, bem como forma de protegao contra os raios solares e
picadas de insetos que infestavam as matas, e na coloragdo de objetos de ceramica
e outros vasos de uso doméstico.

Possui tronco de 15 a 25 cm de diametro. Madeira com cerne de coloragao
variada, castanho-clara a amarelada, e alburno branco e suave, leve (0,4 g cm™),
porosa, macia, de baixa durabilidade natural. Nao usada em construcdo em razao da
baixissima resisténcia a umidade, servindo apenas para lenha (Ramalho et al., 1988;
Lorenzi, 1998; Canova, 2000).

Seu nome — urucu — tem origem na palavra tupi "uru-ku", que significa
vermelho (Urucum, 2005), mas a espécie também & denominada de urucum, agafroa
e acgafroeira-da-terra mais especificamente na Bahia (Lorenzi, 1998).

O urucuzeiro € uma angiosperma, dicotiledbnea, pertencente a familia
Bixaceae, cujo género Bixa € composto pelas espécies Bixa orellana L.; B. arborea,
B. americana, B. urucurana, B. purpurea, B. upatensis, B. tinetoria, B. oviedi (Lima,
1990).

Dentre as espécies citadas, a B. orellana L., juntamente com suas
variedades, é a mais explorada e cultivada economicamente (Ramalho et al., 1988).

E uma planta que vegeta bem em locais onde a temperatura oscila entre 24
e 27°C, sendo a temperatura de 25°C considerada a ideal, havendo necessidade de
precipitacdo abundante (acima de 1.200 mm anuais), devendo o solo ser bem
drenado. Por ser uma planta que apresenta os processos fisiolégicos de vegetar,
florescer e frutificar, praticamente durante o ano todo, a auséncia de chuvas, em
periodos superiores a trés meses, podera ser prejudicial para sua produtividade. O
urucuzeiro pode ser cultivado desde o nivel do mar até altitude de 1.200 m, sendo a
ideal entre 100 e 800 m. Nessa amplitude, tem-se obtido teores mais elevados de
bixina. Apresenta ampla margem de adaptagdo a diversos tipos de solos,
compreendendo desde a faixa litordnea, estendendo-se ao agreste, desde os
Luvissolos Cromicos até Nitossolos Vermelhos Eutroficos, Neossolos Regoliticos
Eutréficos Tipicos e Latossolos Vermelho-Amarelos. Vegeta bem em terrenos de
fertilidade média, suportando também baixos niveis de nitrogénio, fésforo e potassio
(Ramalho, et al., 1988; Cavalieri, 1991).



Em solos compactados o desenvolvimento vegetativo ocorre de forma lenta
e 0s pantanosos sdo improprios ao seu cultivo. E recomendavel solos com fertilidade
variando de média a alta, pH entre 5,5 e 7,0, bons niveis de calcio e magnésio,
auséncia de aluminio e preferencialmente umidos, como aqueles encontrados em
beiras de rios (Lorenzi, 1998; Franco et al., 2002).

As sementes do urucu contém uma porcentagem muito alta de vitaminas,
sendo recomendada como elemento de extrema vitalidade na nutricdo humana. Em
setores ndo alimenticios, o urucu tem emprego na industria de cosméticos (pd
faciais, batons, logbes, bronzeadores e cremes), na farmacopéia (antifebris,
antidiarréicos, expectorantes, tonicos cardiacos, cicatrizantes, anti-hemorragicos,
além de chas feitos das sementes, servindo como fonte de beta caroteno), na
industria téxtil (tingimentos), tintas (pigmentos para oOleos, esmaltes, vernizes e
graxas), filmes e ceras (Ramalho et al., 1988; Caran, 1997).

O urucuzeiro pode ser utilizado ainda como planta ornamental e na
recuperacdo de areas degradadas devido a sua rapidez de crescimento em
ambientes abertos, estando associado a outras espécies (Lorenzi, 1998).

A propagacao desta espécie é feita, na maioria das vezes por sementes,
sendo este, o principal método de reproducédo das plantas na natureza, além de ser
o mais utilizado pelos agricultores (Ramalho et al., 1988; Hartmann et al., 1990). A
propagacao por sementes € mais facil e econébmica do que a propagagao vegetativa
e a micropropagacao (Pereira et al., 1995). A propagacgao vegetativa pode ser feita
através de estacas enraizadas, borbulha ou empregando-se brotos terminais

(tecidos meristematicos) (Cavalieri, 1991).

Maturacgao fisiolégica

Estudos sobre o desenvolvimento e a maturacdo de sementes visando
estabelecer o ponto de maximo vigor e a época mais adequada a colheita s&o
considerados de fundamental importancia no campo de tecnologia e producédo de
sementes (Barbedo et al., 1994).

Ao longo do processo de maturagdo as sementes sofrem modificagées no
teor de umidade, no tamanho, no peso, no poder germinativo, no vigor, nos teores
de proteinas e de lipidios. A fase de maxima qualidade das sementes, que coincide

com a maturidade fisiolégica, compreende as transformacdées morfoldgicas,



fisioldgicas e funcionais que sucedem no 6vulo fertilizado, que é atingida quando a
semente apresenta maximo conteudo de massa seca e acentuada redugao no teor
de agua, alteragdes visiveis no aspecto externo de frutos e sementes, culminando
com maxima capacidade germinativa e vigor das mesmas (Popinigis, 1985; Carvalho
& Nakagawa, 2000). Nesse ponto, a semente apresenta melhor nivel de qualidade,
devendo ser colhida.

A época ideal para a colheita das sementes, devido a variagdo que pode
ocorrer em funcdo da espécie, da cultivar e das condicdbes de ambiente é
identificada pelo estudo do estabelecimento de alguns parametros denominados
indices de maturacdo (Edwards, 1980). Varios autores sugerem proceder a
etiquetagem das flores na antese e coletar periodicamente as sementes para
acompanhamento desses parametros, modificacbes morfologicas e fisioldgicas
como teor de agua, tamanho, forma, cor, conteudo de massa fresca, conteudo de
massa seca, capacidade germinativa e vigor, até a fase em que a semente deixa de
receber nutrientes da planta (Delouche, 1981; Popinigis, 1985; Mayer & Poljakoff-
Mayber, 1989; Carvalho & Nakagawa, 2000).

Entretanto, estes parametros a serem utilizados na identificagao do ponto de
maturidade fisiolégica para cada espécie variam ainda, de acordo com suas
caracteristicas, com base nas modificagdes morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas
que ocorrem durante o desenvolvimento do fruto e/ou da semente e o entendimento
deste processo dentro do habitat natural da espécie, que além de permitir
estabelecer o ponto de maturidade fisiolégica da semente, auxiliam na avaliagdo da
extensdo de sua deterioragdo em condigbes de campo (Aguiar et al., 1993; Barbedo
et al., 1994).

Carvalho & Nakagawa (2000) relatam que apds as sementes atingirem a
maturidade fisiolégica, em espécies de frutos secos, a planta acelera a desidratagao
das mesmas e a partir dai ocorre a deiscéncia dos frutos.

Para Crookston & Hill (1978), o indice de maturagao, baseado na redugéo do
tamanho das sementes devido a perda de umidade, € o mais preciso. No entanto,
para Popinigis (1985) e Carvalho & Nakagawa (2000) a semente atinge o ponto de
maturidade fisiolégica quando alcanga o maximo peso de massa seca, ponto apos o
qual, a semente recebe nada, ou quase nada, da planta onde ela se formou.

Teoricamente, o ponto ideal para se realizar a colheita, seria 0 momento em

gue a semente atingisse o ponto de maturidade fisiolégica, mas nem sempre essa



pratica € possivel, pois neste estadio, a semente normalmente ainda apresenta
elevados teores de umidade, e isso traz sérias dificuldades tanto para o
beneficiamento, quanto para o armazenamento (Nakagawa, 1987).

A determinacido adequada da idade de colheita dos frutos para obtencao de
sementes pode trazer vantagens. A colheita precoce encurtard o tempo de
permanéncia em campo, diminuindo a exposi¢cao as intempéries, como também ao
ataque de microrganismos e insetos (Barbedo et al., 1994). Por outro lado, essa
antecipagao podera resultar em baixa porcentagem de germinagéo com a ocorréncia
de sementes imaturas e com alto teor de umidade (Sediyama et al., 1991).

Para as sementes de soja, Santos et al. (1996) afirmam que o retardamento
da colheita apés atingirem o ponto de maturacdo fisioldégica prejudicou a
produtividade, assim como a germinagdo e o vigor das sementes, além de ter
provocado aumento na incidéncia de fungos.

As sementes de Bixa orellana L. devem ser colhidas quando maduras e nao
devem ser secas ao sol, pois essa pratica provoca uma diminuicdo da capacidade
germinativa, aparecendo um maior numero de sementes duras (Sdo José &
Reboucgas, 1990), ocorrendo uma alteragéo na qualidade fisiolégica de acordo com o
estadio de maturagao das mesmas (Kato et al., 1992). Um exemplo é o aumento da
impermeabilidade do tegumento a agua. Rolston (1978) verificou que, durante o
desenvolvimento das sementes desta espécie, o tegumento interno se espessa
acentuadamente, atingindo um padrao semelhante ao das leguminosas arboéreas,
apods a maturacgao.

Para que germinem, as sementes precisam de tratamentos especiais, como
a escarificacao. Esta escarificagcdo pode ser feita utilizando-se tratamentos especiais
com solventes organicos (alcool e acetona), acidos fortes (acido sulfurico
concentrado), agua quente (termoterapia), além do aquecimento a seco e
escarificagdo mecanica, onde se provoca um desgaste na testa das sementes
(Amaral et al., 1995).

Na fase da maturidade, o periodo decorrido para a germinagao das
sementes é um aspecto muito importante da qualidade das mesmas, e deve

ser considerado quando se visa a produgado de mudas (Leonhardt et al., 2001).

Reservas da semente e constituintes celulares
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Substancias de reserva

Durante o desenvolvimento, a semente de uma angiosperma passa por
trés fases distintas: a histodiferenciagao ou morfogénese inicial, a expansao
celular concomitante a fase de acumulo de reserva e a fase final, que

corresponde ao dessecamento (Thaker, 1999).

O dessecamento constitui um evento integrante do processo do
desenvolvimento da maioria das sementes, especialmente as ortodoxas
(Kermode et al., 1986), que sao aquelas sementes relativamente pequenas,
com taxa metabdlica e respiragcao mais baixas, podendo ser armazenadas em
menores temperaturas e com reduzido teor de agua por periodo prolongado de
tempo (Roberts, 1973; Bewley & Black, 1994). Esse teor de agua pode ser
préximo de 5% (Villiers, 1978).

A determinagdao da idade fisioléogica das sementes pode ser
caracterizada através das alteragoes que ocorrem durante o desenvolvimento
das mesmas. Para essa determinagao, os parametros mais comumente

utilizados estao relacionados a morfologia interna (Borisjuk et al., 1995).

As sementes imaturas de urucu nao germinam durante os primeiros
estadios de desenvolvimento. Este fato esta relacionado a insuficiéncia de
material de reserva, quando nesses estadios, os graos de amido sao bem
pequenos, tem forma eliptica e aparecem em pequena quantidade. Com o
desenvolvimento das sementes, estes graos tornam-se maiores, com formatos
mais arredondados e presentes em maior quantidade (Amaral et al., 2000;
Amaral et al., 2001).

O amido é o carboidrato de reserva mais comumente encontrado nas
sementes (Singh & Juliano, 1977; Kreis & Doll, 1980), mas polissacarideos de
reserva de parede celular podem estar presentes constituindo-se no principal

carboidrato de reserva (Buckeridge & Reid, 1996).

O amido é acumulado na forma de granulos insoliveis em agua e
depositado em organelas subcelulares, denominadas amiloplastos. Em
sementes de cereais representa de 60 a 90% do peso de massa seca e em
sementes de leguminosas pode chegar alcancar valores entre 30 e 40%
(Mercier, 1985).
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O amido é um polissacarideo composto por dois polimeros de glicose:
um linear contendo residuos de glicose por ligagées glucosidicas alfa-1,4
(amilose) e outro ramificado que é uma glicana, contendo ligagcoes alfa-1,4 e
alfa-1,6 (amilopectina), sendo que a propor¢cao de amilose e amilopectina na
composi¢cao do amido varia de acordo com a espécie e com a variedade
(Akazawa, 1965; Shannon et al., 1970; Dunn, 1974; Bewley & Black, 1994).

Os graos sao semicristalinos e exibem birrefringéncia em forma de cruz
de malta (Banks & Munir, 1980; Lopes, 1990). O formato dos graos pode mudar,
desde formas mais esféricas até mais elipticas, e esse formato é bastante
determinado pelo conteudo de amilose, pois o grao de amido se torna mais
esférico na medida em que ocorre aumento no conteudo de amilose (Bewley &
Black, 1994).

As proteinas de reserva sao armazenadas em organelas subcelulares
denominadas corpos protéicos. Estes corpos protéicos desenvolvem-se
paralelamente ao acumulo de proteinas e apresentam trés fungodes principais:
protecao da proteina de reserva contra a degradagdao enzimatica durante a
formacao das sementes, armazenamento de grande quantidade de proteinas
sob forma concentrada e compartimentacao litica das células do tecido de
reserva o qual se expressa durante a germinagao (Varner & Schidlovsky, 1963;
Murray, 1984; Lopes, 1990; Bewley & Black, 1994).

As sementes sempre apresentam oligossacarideos, que sao os
primeiros tipos de reserva a serem gastos no processo inicial de germinagao
(Bewley & Black, 1994).

Bixina

Entre os corantes naturais, o urucu é o segundo em importancia
econdmica, ficando atras apenas do caramelo, sendo o Peru, Brasil e Quénia

os maiores produtores mundiais (Mercadante et al., 1997a, b).

O corante do urucu é um dos poucos permitidos pela OMS, devido a

fatores como auséncia de toxidade, podendo ser usado com seguranga para
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colorir manteigas, margarinas, queijos, salsichas e nao altera o sabor dos
alimentos, tendo seu emprego ainda na alimentagao animal, além do seu prego

ser inferior aos corantes sintéticos (Ramalho et al., 1988).

Dentre os aditivos naturais, o urucu veio conferir maior importancia sécio-
econbOmica, visto que de suas sementes podem ser obtidos corantes naturais de
diversas tonalidades, que vao do amarelo ao castanho, passando pelo vermelho.
Portanto, o desenvolvimento de tecnologias de processamento mais eficazes podera
contribuir significativamente na qualidade do produto final (corante), bem como no
uso mais racional da matéria-prima. Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de
tecnologias apropriadas para a extragdo dos pigmentos tera, seguramente, reflexos
sécio-econdmicos nas regides menos exploradas, onde podem ser produzidas
sementes com teores em niveis bem mais elevados de bixina, principal corante
desta planta (Urucum, 2005).

As matérias tintoriais de cor amarela (orelina) e vermelha (bixina),
oxidaveis pela acao da luz, sao extraidas da polpa que envolve as sementes
constituidas de fina camada resinosa de coloragdao vermelho-alaranjada, e que
pode atingir valores de até 4% do grao integral, e esse excelente corante
natural é grandemente empregado na culinaria, em industrias alimenticias, de

impressao e de tecidos (Correa, 1978; Lorenzi, 1998).

As sementes devem conter um teor de bixina préximo a 3%, sendo 0 minimo
aceitavel de 2,5%. Para alcancar esse teor, € crucial acertar o momento da colheita.
As sementes apresentam mais corantes, quando as cachopas (frutos) ficam secas
no proprio pé. A bixina pertence a classe dos carotendides e esta presente nas
sementes entre 70 e 80%. E utilizado para colorir alimentos gordurosos, sendo o
restante um pigmento de cor amarela e com pequenas quantidades de substancias
cujas estruturas estao relacionadas com a bixina, incluindo a norbixina, derivada do
norbixato de sodio, que é soluvel em agua e se presta a coloragéo de produtos n&o-
oleosos. A norbixina, depois de acidificada, torna-se um corante lipossoluvel. Pode
ocorrer uma alteracdo nos teores de corantes de acordo com o estadio de
maturacao das sementes (Angelucci, 1989; Kato et al., 1992).

A bixina pode ser utilizada em alimentos juntamente com antioxidantes
para aumentar a sua estabilidade. Sendo estavel em alimentos processados na

presenca de agentes redutores e oxidantes, a bixina supera algumas das
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desvantagens dos corantes sintéticos do tipo azo, que tém elevada reatividade
em relacao aos agentes oxidantes (cloro, hipoclorito) e redutores (diéxido de
enxofre, acido ascorbico e citrico e alguns flavorizantes). Esta reatividade dos
corantes artificiais causa descoloragcdo nos alimentos industrializados
(Urucum, 2005).

Germinagao

Fatores externos

A germinagao € um processo que tem inicio com a absorcdo de agua pela
semente e termina com o inicio do alongamento do eixo embrionario (Ching, 1972,
Bewley & Black, 1994). Neste ponto, a protrusdo do embrido através do tegumento é
o ponto crucial que identifica a germinagdo da semente (Brown,1972; Bewley &
Black, 1994), que equivale a emergéncia e desenvolvimento das estruturas
essenciais do embrido, demonstrando sua aptiddo para originar uma planta normal
sob condigdes favoraveis de campo (Brasil, 1992). Entretanto, para que ela ocorra é
necessario, além dos substratos, que haja disponibilidade de agua em niveis ideais,
de acordo com o tipo de semente; composi¢cao de gases e temperatura adequada,
além de luz que é exigida para certas espécies; que a semente esteja viavel, isto &,
que o embrido esteja vivo e capaz de germinar e que esteja no estado quiescente,
de tal forma que, quando submetida as condi¢gbes consideradas ideais, ela germine
(Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989).

O conhecimento das condi¢des ideais para a germinagdo da semente de
uma determinada espécie é de fundamental importancia, principalmente, pelas
respostas diferenciadas que ela pode apresentar em funcdo de diversos fatores,
como viabilidade, dorméncia, condigdes de ambiente, envolvendo agua, luz,
temperatura, oxigénio e auséncia de agentes patogénicos, associados ao tipo de
substrato para sua germinagédo (Brasil, 1992; Bewley & Black, 1994; Carvalho &
Nakagawa, 2000).

Agua
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A agua representa 70% ou mais do peso do protoplasma das células de
funcado ativa e, na sua auséncia, a planta é incapaz de conduzir qualquer dos seus
processos bioldgicos. A absor¢cdo de agua da inicio a uma série de processos
fisicos, bioquimicos e fisiologicos no interior da semente, que resultam na
emergéncia da plantula, caracterizando-a como elemento de fundamental
importancia no processo germinativo das sementes, influenciando tanto na
porcentagem como na uniformidade de germinagdo. Sua absorgdo se da tanto no
estado liquido como no de vapor, sendo este processo afetado pela constituicdo dos
tegumentos e pela quantidade de agua disponivel no meio ambiente (Toledo &
Marcos Filho, 1977; Ferri, 1985).

Durante o processo germinativo a agua amolece os tegumentos e provoca o
aumento do volume do embrido e dos tecidos de reserva, resultando na ruptura dos
tegumentos e na protrusdo da raiz principal. Ela também favorece: a penetragdo do
oxigénio na semente; dilui o protoplasma; ajuda a conduzir fungdes de digestao,
respiracdo, assimilacdo ou crescimento e torna possivel a transferéncia dos
nutrientes soluveis dos tecidos de reserva para os pontos de crescimento do
embrido, onde sado necessarios para a formagao de um novo protoplasma (Toledo &
Marcos Filho, 1977; Bewley & Black, 1994).

Lopes et al. (2004b), estudando os efeitos de diferentes laminas de agua na
germinacgao e vigor de sementes de feijdo-de-vagem, cultivar Manteiga Teresopolis,
obtiveram aumento na massa fresca e comprimento da raiz principal das plantulas

com aumento da lamina de agua de irrigacao até o nivel de 125%.

Temperatura

Dentre as condi¢cdes ambientais que afetam o processo germinativo, a
temperatura exerce uma influéncia significativa (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989). A
temperatura tem efeito ainda na absorgdo de agua pela semente e as reagdes
bioquimicas que regulam o metabolismo necessario para iniciar o processo
germinativo (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Os efeitos da temperatura sobre a germinagdo podem ser profundamente
influenciados pela condic¢ao fisiologica das sementes. Em sementes recém-colhidas
a temperatura 6tima, é geralmente diferente daquela verificada para as mais velhas

da mesma espécie (Toledo & Marcos Filho, 1977).
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A temperatura 6tima propicia uma porcentagem de germinagdo maxima em
menor espaco de tempo, enquanto que temperaturas maximas e minimas sao
pontos nos quais as sementes germinam muito pouco (Mayer & Poljakoff-Mayber,
1989). As temperaturas maximas aumentam a velocidade de germinagdo, mas
somente as sementes mais vigorosas conseguem germinar, reduzindo assim a
porcentagem de germinagdo. Temperaturas minimas reduzem a velocidade de
germinagao e alteram a uniformidade de emergéncia e, talvez, pelo aumento do
periodo de exposicdo das sementes, pode ocorrer o0 aumento do ataque de
patdgenos (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Andrade & Martins (2003), estudando a influéncia da temperatura na
germinagcdo de sementes de jabuticaba, verificaram que esse fator exerceu
influéncia na porcentagem de germinagao, sendo que nas temperaturas mais baixas
(15 e 20°C) foi verificada uma maior porcentagem de germinacao para os trés clones
utilizados na pesquisa. Ja com o uso de temperaturas mais altas (35°C), dois clones
apresentaram somente 8% de germinagdo, enquanto que no terceiro foram
verificados 35%, evidenciando também variabilidade entre os clones.

Maior porcentagem de germinagdo e maior indice de velocidade de
germinagao de sementes de branquilho foram observados em temperatura alternada
de 20-30°C (Santos & Aguiar, 2000).

Luz

A luz também é outro fator de grande influéncia na germinagéo de sementes.
Ela promove o controle respiratério, a sintese de enzimas e de horménios, exerce
efeito sobre a permeabilidade dos tegumentos e metabolismo dos lipideos. Certas
condigdes desfavoraveis para a germinagao podem ser compensadas pela luz, e
sementes recém-colhidas e/ou pequenas sdo mais beneficiadas pela presenca deste
fator (Toledo & Marcos Filho, 1977). A regulagdo da germinagédo pela luz se da
através da molécula de proteina, de coloracdo verde-azulada, denominada
fitocromo, que se apresenta em duas formas, sendo uma com absor¢gao maxima a
660 nm, fitocromo vermelho e a outra a 730 nm, fitocromo vermelho extremo.

Sementes que tém a germinagdo beneficiada pela presenca da luz sdo
chamadas fotoblasticas positivas, e aquelas que tém a germinagao beneficiada pela

auséncia desse fator, sdo chamadas fotoblasticas negativas (Bewley & Black, 1994).
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De acordo com Figliolia et al. (1993), a luz nem sempre ¢é fator
imprescindivel e limitante para a germinagdo de sementes, ou seja, existem
espécies que sao indiferentes e germinam tanto na presenga como na auséncia de
luz. O mecanismo de controle da germinacéao pela luz € similar aquele que controla a
indugao floral, o alongamento do caule e a formacédo de pigmentos em frutos e
folhas.

Quando se fala em qualidade da luz, as Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 1992) ressaltam que algumas espécies de sementes sao
beneficiadas pela luz fluorescente fria e branca, a qual promove germinagao
mais efetiva do que a luz solar ou proveniente de filamentos incandescentes

que contém radiacao infravermelha que é inibidora da germinacgao.

Em sementes de Miconia cinnamomifolia, Lopes & Soares (2003) verificaram
que a germinagdo somente ocorria em presenga de luz, caracterizando-as como
fotoblasticas positivas. Silva & Matos (1998) encontraram resultados semelhantes
quando testaram a influéncia da luz na germinagdo de sementes de coagu, que
foram caracterizadas como fotoblasticas positivas por apresentarem maior
velocidade de germinagédo, quando mantidas sob luz branca e vermelha. Segundo
Ikuta & Barros (1996), sementes de marcela também apresentam essa mesma
caracteristica, ou seja, sdo fotoblasticas positivas, germinando apenas em presenca
de luz. Fato também observado em sementes de Marcetia taxifolia, que apresenta
baixa taxa de germinacdo quando submetidas ao escuro continuo (Silveira et al.,
2004).

Lopes et al. (2004a), estudando o efeito da luz na germinagcéo de sementes
e no desenvolvimento de plantulas de cenoura, obtiveram maiores valores na
primeira contagem de germinagdo sob radiacdo de 13,8 umol fétons m? s™.
Resultados similares foram encontrados por Lopes & Souza (2003) em sementes de
bucha dos paulistas. Maior massa seca foi encontrada sob radiacdo de 582,2 e 13,8
82,2 e 13,8 umol fétons m? s, e maior indice de velocidade de emergéncia foi
encontrado sob radiacdo de 13,8 pmol fétons m? s™.

Lopes et al. (2002), avaliando a germinagcdo de sementes de calabura,
verificaram que as sementes ndao germinavam em presenca de luz e que maior
porcentagem e velocidade de germinagao foram obtidas sob luz branca e no

comprimento do vermelho, caracterizando-as como fotoblasticas positivas.



17

Oxigénio

Além da luz, o oxigénio exerce um papel fundamental na germinacdo das
sementes devido ao processo respiratério, havendo a necessidade de grandes
quantidades deste elemento a disposi¢cao para que a mesma ocorra normalmente. A
respiracdo é muito ativa nas sementes que estdo germinando, tal como ela é ativa
em todos os tecidos onde o crescimento e outras atividades celulares estédo se
processando. A taxa de respiracdo depende do teor de umidade; em sementes
secas € baixa, com pequena utilizagdo do oxigénio, e pode ser inibida pela redugao
da aeragao (Toledo & Marcos Filho, 1977; Bewley & Black, 1994).

Nas sementes, apos a secagem, durante o periodo de armazenamento, o
oxigénio se difunde pelos tecidos protetores, e participa da reducéo e eliminagao dos
inibidores presentes (Bewley & Black, 1994; Carvalho & Nakagawa,2000).

O consumo de oxigénio no tegumento de algumas espécies € atribuido a
oxidagao de varios compostos fendlicos, tais como: o floridzin, o acido clorogénico e
0 acido paracumaril-quimico, que se encontram presentes nos tegumentos (Cicero,
1986).

No embrido, a presencga de substéncias quimicas inibidoras da germinagao
ocorre com frequéncia, sendo que essas substancias atuam em interacdo com
fatores ambientais, como a temperatura e a disponibilidade de oxigénio (Popinigis,
1985).

Em sementes embebidas, a agua em contato com as glumelas forma um
filme, que dificulta o acesso do oxigénio ao embrido (Come & Tissaqui, 1973).
Entretanto, o periodo de exposigcdo das sementes as concentracboes elevadas de
oxigénio, durante a fase de germinacdo, também pode ser prejudicial (Menezes et
al., 1987).

Substrato

O substrato corresponde ao meio onde a semente € colocada para germinar
e possui a fungdo de manter as condigbes adequadas para germinagdo e para o
desenvolvimento das plantulas (Pifia-Rodrigues & Vieira, 1988; Figliola et al., 1993).

Além de manter a disponibilidade de agua, é necessario que ele mantenha aeragao
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em proporgcdes adequadas (Popinigis, 1985), evitando a formacdo de uma pelicula
de agua envolta da semente (Villagomez et al., 1979). Os fatores como: a estrutura,
a aeracgao, a capacidade de retencédo de agua e o grau de infestagdo de patdgenos,
podem variar de um substrato para outro, favorecendo ou prejudicando a
germinagao das sementes (Barbosa & Barbosa, 1985).

De acordo com as Regras para Analises de Sementes — RAS (Brasil, 1992),
deve-se levar em consideracdo na escolha do substrato: o tamanho da semente, a
exigéncia da mesma em relagdo a quantidade de agua, sua sensibilidade ou ndo em
relacédo a luz e a facilidade que o substrato oferece para a realizagao das contagens
e avaliagao das plantulas. Dentre varios substratos testados, a areia e a vermiculita
tém sido considerados de excelente qualidade para a germinagéo de sementes, uma
vez que apresentam baixa contaminagdo de microrganismos (Figliola et al., 1993).
No entanto, lossi et al. (2003) ndo recomendam o uso de vermiculita para testes de
indice de velocidade de germinagcdo em sementes e plantulas de tamareira-ana
(Phoenix roebelenii), e recomendam o esfagno como o melhor substrato para
caracteristicas como porcentagem de germinacdo, comprimento da parte aérea e

massa seca de plantulas.

Dormeéncia

Existem sementes, que mesmo estando presentes em condi¢cdes ideais de
agua, gases e temperatura, ndo conseguem iniciar o processo de germinagao. Estas
sementes sdo ditas dormentes e precisam de tratamentos especiais para que
possam germinar (Amaral et al., 1995).

Para que a germinacgao ocorra com eficiéncia, € necessario que as sementes
estejam viaveis e ndao dormentes. Além da dorméncia imposta pelo tegumento que
causa a impermeabilidade a agua, a dorméncia pode ainda ser atribuida a outros
fatores, como: o embrido imaturo, a presenca de inibidores, a auséncia de
promotores de germinagao, e as exigéncias especiais de luz ou temperatura (Bewley
& Black, 1994), além do efeito inibitorio dos cotilédones (Taiz & Zeiger, 2004).

Grande parte das sementes, apos a maturacéo, apresenta-se dormente, com
um indice de germinagdo de apenas 10 a 20% (Ghersa et al., 1979). Boa parte

dessas sementes germina anualmente, caem no solo, mas a viabilidade e a
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dorméncia podem ser mantidas por periodos superiores a seis anos quando as
sementes caem em solos nao trabalhados (Leguizamén, 1986).

A dorméncia das sementes € uma caracteristica geralmente indesejavel na
agricultura, onde sao requeridos rapida germinagdo e crescimento. Entretanto,
durante o desenvolvimento da semente, algum grau de dorméncia pode apresentar
como vantagem a perpetuacdo das espécies (Popinigis,1985). Segundo Jacob
Junior et al. (2004), essa dorméncia é muito importante para espécies forrageiras,
pois € através dela que se mantém um banco de sementes no solo, permitindo que a
pastagem se forme sob as mais variadas condi¢oes. Mas, durante o estabelecimento
a dorméncia deve ser removida para que a germinagao ocorra de forma homogénea.

Sementes de urucu em desenvolvimento ndo embebem nos primeiros
estadios de maturacdo. Este comportamento pode estar associado ao fato de que
nestes estadios, ja apresentam elevados teores de hidratagdo, devido aos
tegumentos ainda se apresentarem altamente permeaveis, e a medida que a
semente se desenvolve, a embebigdo aumenta devido a diminuigdo do seu potencial
hidrico. No ultimo estadio de desenvolvimento, os tegumentos tornam-se altamente
impermeaveis e rigidos, diminuindo a taxa de embebicdo (Amaral et al, 2000).

Quando a dorméncia esta relacionada a aspectos estruturais, que afetam a
permeabilidade a agua e/ou difusdo de gases, pode-se recorrer a escarificagdo das
sementes com acido (Williams & Webb, 1959, Smith, 1971; Fernandez, 1978;
Whiteman & Mendra, 1982).

Rolston (1978) mostrou que durante o desenvolvimento das sementes de
Bixa orellana o tegumento interno se espessa muito apresentando, nas sementes
maduras, um padrdo semelhante ao das leguminosas arboreas, que apresentam
impermeabilidade a agua, um tipo de dorméncia muito freqlente nessa familia e em
Malvaceae, Geraniaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Solanaceae e
Liliaceae (Kramer & Kozlowiski, 1972; Roberts, 1972; Carvalho & Nakagawa, 2000),
como verificado em Senna macranthera (Santarém & Aquila, 1995; Eschiapati-
Ferreira & Perez, 1997); Caesalpinea ferrea, Cassia grandis e Samanea saman
(Lopes et al., 1998); Bauhinia monandra e Bauhinia ungulata (Alves, et al., 2000);
Mimosa caesalpiniaefolia (Bruno et al., 2001); Bowdichia virgilioides (Sampaio et al.,
2001); Bowdichia virgilioides (Smiderle & Souza, 2003); Lotus subbflorus (Jacob
Junior et al., 2004).
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A parede celular vegetal é delimitada por dois blocos de polissacarideos com
destaque para a celulose (Chambat et al., 1984). A presenca de substancias
pécticas, em sua estrutura, torna-a metacromatica quando é evidenciada in situ, por
certos corantes basicos como o azul de toluidina a pH 4,0, por exemplo.

Durante o processo de germinagao e alongamento celular podem ocorrer
alteracdes na metacromasia (Cortelazzo, 1986; Randi, 1987). A capacidade que a
semente tem de resistir a desidratacéo indica que suas membranas podem manter a
integridade estrutural mesmo quando secas (Seewaldt et al., 1981).

Uma taxa excessiva de absorcdo de agua antes de terminada a
reorganizagao das membranas pode levar a um deslocamento dos componentes das
mesmas, combinar deterioracdo de compostos e perda de componentes celulares
através da saida no meio aquoso (Simon, 1978).

O tegumento normalmente restringe ou regula a entrada de agua nas
sementes, agindo como uma barreira mecanica a difusao (Valio, 1986). O fluxo de
agua para as sementes € controlado por um gradiente de cerca de 1000 bars
(Larson, 1968; Manohar, 1986) e quando a agua entra nos tecidos da semente
provoca sérios danos as membranas celulares, podendo provocar rompimento
parcial ou total destas membranas, determinando a liberagcdo de solutos
citoplasmaticos que pode chegar a 100% de perda (Larson, 1968).

Em sementes de Mimosa e Araucaria angustifolia, o tegumento apresenta
alta impermeabilidade a agua, impedindo a entrada da mesma e diminuindo a
velocidade de germinacéao (Coutinho & Jurkevics, 1978; Ferreira & Handro, 1979).

Lagba & Pereira (1989) sugerem que um dos efeitos do tegumento na
germinagdo de Ricinus communis possa ser o de exercer uma barreira ao
crescimento do embrido, ja que a remogao de parte do tegumento na regido oposta

a caruncula (onde ocorre a protrusdo da radicula) ndo promoveu a germinagao.

Tratamentos pré-germinativos

O fato que deve ser considerado na cultura do urucu é a dificuldade de
germinacao de suas sementes, a que se atribui ao fenbmeno da dorméncia imposta
pelo tegumento, causando a sua impermeabilidade a agua, que geralmente é
superada com escarificacdo. Esta escarificacdo pode ser feita utilizando-se

tratamentos especiais com solventes orgéanicos (alcool e acetona), acidos fortes
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(acido sulfurico concentrado), agua quente (termoterapia), além do aquecimento a
seco e escarificagdo mecanica, onde se provoca um desgaste na testa das
sementes (Bewley & Black, 1994; Amaral et al., 1995).

A ruptura do tegumento através dos meétodos de escarificacdo oferece
vantagens com o aumento de: permeabilidade a agua, sensibilidade a luz e a
temperatura, permeabilidade aos gases, além da remocdo de inibidores e
promotores da germinagédo e possibilidade de injuria aos tecidos influenciando no
metabolismo das sementes, e consequentemente, na dorméncia (Mayer & Poljakoff-
Mayber, 1989).

Popinigis (1985) propde alguns tratamentos como aumento da tensdo de
oxigénio, rompimento do tegumento, temperaturas alternadas, pré-friagem,
exposicao a luz e tratamento com KNO3;, para superar a dorméncia de sementes de
algumas espécies.

Gazziero et al. (1991), estudando a superacdo da dorméncia de sementes
de capim massambara (Sorghum halepense L.), concluiram que a imersdo de
sementes em nitrato de potassio (KNOs3), ndo propicia um aumento no percentual de
germinagdo das sementes e que a escarificagdo em &acido sulfurico (H2SOq)
concentrado, por periodos de 10 a 15 minutos, proporcionaram maior germinagao e
emergéncia das sementes dessa espécie. Em nivel de laboratorio, Mecelis et al.
(1991) recomendam que a quebra de dorméncia de sementes de capim ramirez seja
feita através da escarificagdo com acido sulfurico, por 10 minutos, na presenca de
nitrato de potassio a 0,2%, em sementes recém-colhidas. Previero et al. (1996)
encontraram resultados semelhantes para sementes de capim colonido, e sugerem
que tratamentos com KNO3; com luz e KNO3; sem luz combinado com a escarificagao
acida foram eficientes para quebra da dorméncia dessas sementes.

Harrington, citado por Huang & Hsiao (1987), verificou que a germinagao do
capim massambara aumentou com a remog¢ao da palea e da lema, e que o
tratamento com acido sulfurico por dois e trés minutos, induziu praticamente a
germinagao de todas as sementes em poucos dias.

A pesar da alta eficiéncia, tratamentos com acido sulfurico apresentam uma
série de desvantagens como, por exemplo, o perigo de queimaduras ao técnico que
executa a escarificacéo, pelo seu alto poder corrosivo e por sua violenta reacido com

agua, causando elevacao na temperatura e respingos ao redor (Popinigis, 1985).
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Jacob Junior et al. (2004), testando tratamentos que visam a superagao de
dorméncia em sementes de cornichdo anual, sugerem a escarificagdo mecanica por
lixa, durante 30, 60 ou 90 segundos a 1.750 rpm, na superagdo da dorméncia das

sementes dessa espécie.
Germinacgao in vitro

O urucuzeiro é uma espécie que apresenta baixa germinagdo de sementes
devido a dorméncia imposta pelo tegumento (Mello & Eira, 1995). Assim sendo, é
necessario o estudo de métodos de propagagao dessa espécie. A propagacao
vegetativa vem sendo bastante estudada através da micropropagacado (Ramamurthy
et al.,, 1999; Sharon & D’Souza, 2000). Pinheiro et al. (2001), trabalhando com
germinacgao in vitro de mangabeira, concluiram que a retirada do tegumento favorece
a germinagao das sementes dessa espécie.

Segundo Maciel et al. (2000), a propagacéo in vitro € uma técnica de cultura
de tecidos bem sucedida e propicia vantagens sobre os métodos convencionais de
propagacao, permitindo a obtengcdo, em curto espago de tempo, e em qualquer
época do ano, de um grande numero de plantas de boa qualidade fitossanitaria e
autenticidade vegetal.

Por causa de sua natureza juvenil com alto poder regenerativo, embrides
sdo excelentes explantes para propagacao clonal in vitro (Hu & Ferreira, 1998).
Embrides cultivados in vitro permitem estudar as necessidades nutricionais e fisicas
para seu desenvolvimento, superar a dorméncia em certos tipos de sementes, testar
a viabilidade das sementes, obter hibridos interespecificos viaveis, além de aplicar
técnicas de duplicagdo cromossdmica (Pasqual & Pinto, 1988).

O crescimento e o desenvolvimento do embrido zigético depende da
espécie, podendo durar 35 dias em Prunus (Pedrotti et al., 1992) e 140 dias em
macieira (Zhang & Lespinasse, 1991).

Os meios de cultura sélidos ou semi-sdlidos sdo, na maioria das vezes,
solidificados com agar. A consisténcia desses meios depende de fatores como: a
qualidade e concentragdo do agar, que pode variar de 4 a 10 g L (Caldas et al.,
1998); o pH; o tipo de explante, dentre outros, que podem interferir na gelificagcado do

meio (Murashige, 1974; Caldas et al., 1998), ndo havendo uma formulagéo-padrao
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no cultivo in vitro, sendo, entretanto, utilizado o meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
com sucesso para diversas espécies (Grattapaglia & Machado, 1998).

Almeida et al. (1995), trabalhando com micropropagacgéo através de gemas
originadas dos segmentos de folhas de urucueiro, obtiveram maior porcentagem de
enraizamento (59,5%) em concentragdes de 1 mg L™ de AIB.

Nogueira et al. (2004), trabalhando com germinagao in vitro de murici-
pequeno, concluiram que os meios de cultura mais eficientes para a germinacao de
sementes e embrides sdo o MS e WPM 50%, sem adi¢cao de sacarose.

Pasqual et al. (2002), estudando o cultivo in vitro de embrides imaturos de
tangerineira, obtiveram maiores valores de massa fresca em meios de cultivo na
auséncia de agar ou em baixa concentragdo do mesmo, ocorrendo uma redugéo
nessa caracteristica a medida que se acrescenta o agar ao meio. Com os valores de
massa seca ocorreu o contrario, havendo reducdo na massa seca de brotacdes com
o0 aumento da concentragao de agar ao meio de cultivo.

Silva et al. (2001), estudando cultura de embrides imaturos e organogénese
da canela sassafras conseguiram 85% de germinagdo de embrides imaturos,
quando submetidos a 30 dias de refrigeragao a 4°C e mantidos durante 100 dias em
cultura, tendo sido verificada também a ocorréncia de embrides dormentes logo apos

a colheita.
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Capitulo 1
Caracterizacgao histolégica do tegumento de sementes de urucu e variacées no teor de

bixina durante a maturacio fisiologica

RESUMO - O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar
histologicamente o tegumento de sementes de urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde
em diferentes estadios de maturacdo, relacionando as mudancas estruturais com a dorméncia
das sementes, e quantificar o teor de bixina com a evolu¢cdo da maturagao fisiologica . Cada
inflorescéncia foi identificada durante a antese e os respectivos frutos colhidos semanalmente
para avaliacdes de: diametro, comprimento, coloragdo, teor de agua, massa fresca e seca dos
frutos e das sementes, massa de mil sementes, vigor ¢ porcentagem de germinagdo das
sementes, estrutura do tegumento, extracdo e dosagem de bixina. As determinacdes foram
conduzidas com quatro subamostras de 20 frutos e 50 sementes por colheita, no delineamento
inteiramente casualizado. O méaximo da maturagdo fisiologica das sementes ocorre aos 77 dias
apos a antese. O teor de agua e o peso de massa seca foram os indices que melhor
caracterizaram a maturacgdo fisioldgica e na definicao da época de colheita das sementes. O
tamanho dos frutos ¢ a coloragao das sementes também se revelaram como bons indicadores
do ponto de maturacdao fisiologica. Os indices que melhor caracterizaram a maturagao
fisiologica e morfoldgica (germinacdo, vigor e teor do corante) atingiram maiores valores aos
77 dias apos antese. Sementes de Bixa orellana apresentam dorméncia apds a maturacao
fisiologica. Os macroesclereideos apresentam-se bastante lignificados, com alta metacromasia
evidenciada in situ, pelo azul de toluidina, apds 84 dias da antese, ocorrendo deiscéncia dos
frutos.

Termos para indexagdo: Bixa orellana, maturacdo, bixina, dorméncia.
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Histological characterization of coat annatto seeds and variations of the bixina drift

during the physiological maturity

ABSTRACT - This work was carried out with the objective to study the maturation process of
Bixa orellana seeds. Each inflorescence was identified considering the day of their respective
anthesis. Weekly samples of fruits were obtained. For each fruit it was determined diameter,
weight, color, moisture content, and dry weight. After, seeds were extracted and it was
determined color, moisture content, dry weight, weight of one thousand seeds, speed
germination, percentage of germination and extraction of bixin. The experimental design was
randomized complete block with four replications. According to statistical analyses, it was be
possible to determine the following conclusions: (i) the physiologic maturity point of the
seeds occurred 77 days after the anthesis; (ii) moisture content and dry weight were the best
parameters for describing seed physiologic maturity and time for harvesting; (iii) better
germination percentage and better bixin content were certified for seeds extracted 77 days
after the anthesis; (iv) the vigor of the seeds increased until the 77 days after anthesis; (v) size
and color of fruits and seeds showed as efficient maturation parameters; (vii) Bixa orellana
sedds present dormancy after the a physiological maturity; (viii) the tissues present high
impermeability and initial fruit dehiscence occurred after 77 days after anthesis.

Index terms: Bixa orellana, maturation, bixina, dormancy
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Introducio

Bixa orellana L. (Bixaceae) é uma espécie arbustiva cultivada nos trépicos de
todo mundo, popularmente conhecida como urucuzeiro. Seus frutos constituem-se por
capsulas ovoides e cada uma delas contém de 30 a 40 sementes que, quando
amadurecem, a polpa a sua volta vai endurecendo, tornando-se sélida (Ramalho et al.,

1988; Lorenzi, 1998; Canova, 2000).

A bixina, principal corante desta espécie, pertence a classe dos carotenodides e
esta presente nas sementes entre 70 e 80%, utilizado para colorir alimentos gordurosos,
sendo o restante um pigmento de cor amarela, com pequenas quantidades de
substancias, cujas estruturas estdo relacionadas com a bixina, incluindo a norbixina, que
€ soluvel em agua e se presta a coloracdo de produtos niao-oleosos. A norbixina, depois

de acidificada, torna-se um corante lipossoluvel (Angelucci, 1989).

A propagacao da espécie é feita geralmente por sementes, que por ser o método
mais facil e econdomico do que a propagacio vegetativa e a micropropagacio (Pereira et
al., 1995), pode ser feita através da semeadura direta, em sementeiras ou em sacos
plasticos, devendo as cachopas ser colhidas em seu estadio de maturacio mais adequado
e as sementes secas a sombra para que apresentem alto poder germinativo (Ramalho et

al., 1988).

Na fase de maturacio, desde a fertilizacio do Ovulo, algumas mudancas se
tornam mais marcantes, com destaque para as transformacées no tamanho, no teor de
agua, na massa fresca e seca, na capacidade germinativa e no vigor, dentre outras
alteracdes visiveis no aspecto externo de frutos e sementes como; a forma, a cor, a
senescéncia e a paralisacdo da translocaciio de substincias de reservas da planta para a
semente (Delouche, 1981; Popinigis, 1985; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989; Carvalho
& Nakagawa, 2000). Entretanto, em sementes de urucu, além de alteracées na qualidade
fisiolégica, podem ocorrer também modificacdes nos teores de corantes, e segundo Kato
et al. (1992), a colheita deve ser realizada entre 72 e 79 dias apds a abertura da primeira

flor da inflorescéncia.

Quando uma semente viavel é mantida sob condicoes favoraveis a sua
germinacio e ela ndo consegue germinar, diz-se que ela se encontra em estado de

dorméncia (Popinigis, 1985), que pode ser dividida em duas categorias: extra
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embrionaria na qual as estruturas que envolvem o embriio como o tegumento,
pericarpo, endosperma e remanescentes de o6rgaos florais exercam alguma resisténcia
fisica que o embriio ndo consegue superar e a embrionaria, devido a presenca de
inibidores da germinacido (Bewley & Black, 1994). Os fatores que determinam este
fenomeno sdo: o embrido imaturo ou rudimentar, a impermeabilidade ao oxigénio, a
impermeabilidade a dgua, as restricoes mecinicas, o embrido dormente e a presenca de

substancias inibidoras (Delvin, 1966).

Sementes de Caesalpinea ferrea, Cassia grandis e Samanea saman (Lopes et al.,
1998); Cassia excelsa (Jeller & Perez, 1999); Mimosa caesalpiniaefolia (Bruno et al., 2001),
apresentam tegumento com alta impermeabilidade a agua. Nessas sementes, o tegumento
impede a entrada de dgua, reduzindo a velocidade de germinagao.

Este trabalho teve por objetivo determinar o ponto de maturacao fisiolégica das
sementes de urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde, caracterizando in situ a

histologia do tegumento das sementes e quantificando o teor de bixina das mesmas.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido em propriedade particular localizada no municipio de
Alegre-ES, situado a 20°45°48” de latitude Sul e 41°31°57"" de longitude Oeste de
Greenwich, numa altitude de 250 metros. O clima predominante ¢ quente e iimido no verao,
com inverno seco e apresenta uma precipitagdo anual média de 1200 mm. A temperatura
média anual é em torno de 23°C (Espirito Santo, 1994), no Laboratdrio de Tecnologia e
Andlise de Sementes do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), no Laboratério de Pigmentos e
Secagem do Departamento de Tecnologia de Alimentos e no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal, ambos da Universidade Federal de Vicosa, no
periodo de margo a junho de 2004.

Para o estudo da maturagdo fisiologica das sementes, as flores foram etiquetadas na
antese e as coletas de frutos realizadas semanalmente.

A partir das flores etiquetadas, os frutos formados foram coletados e conduzidos ao
Laboratério de Tecnologia e Andlise de Sementes, onde foram imediatamente avaliados,
extraidas as sementes manualmente e feitas as seguintes determinacdes: didmetro,

comprimento, peso ¢ colora¢ao dos frutos — utilizando-se para isso paquimetro e balanga
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eletronica; teor de agua (%) ¢ massa seca dos frutos (g) — determinados pelo método de
estufa a 105 + 3°C, durante 24 horas, de acordo com as Regras para Analise de Sementes
(Brasil, 1992); coloracao das sementes — determinada visualmente, no momento em que as
sementes eram extraidas dos frutos; teor de agua (%) ¢ massa seca das sementes (g) —
obtidos pelo método de estufa a 105i30C, durante 24 horas, conforme Brasil (1992), com
duas subamostras de 50 sementes, pesadas em balanca eletronica; germinagio — realizada
com quatro subamostras de 50 sementes semeadas em papel Germitest® , umedecido com
agua destilada, equivalente a 2,5 vezes o seu peso do substrato seco. Depois de colocadas as
sementes, o papel foi enrolado e os rolos foram colocados em germinador a 30°C. As
avaliagdes foram realizadas diariamente, apds a instalacdo do teste e computadas as
porcentagens de plantulas normais, anormais, sementes dormentes e sementes mortas (Brasil,
1992); indice de velocidade de germinaciio — determinado mediante a contagem diaria do
numero de sementes germinadas, isto ¢, aquelas que apresentavam protrusao de raiz principal
maior ou igual a dois milimetros de comprimento ¢ o calculo efetuado de acordo com
Maguire (1962); quantificacio do teor de corante — o corante foi extraido das sementes de
urucu em diferentes estddios de maturagdo conforme Stringheta et al. (1999). Neste trabalho
foi utilizado o método KOH, pelo qual, a norbixina ¢ extraida da polpa das sementes de urucu
e através da ebulicdo ¢ convertida em bixina. Apos a extragao do pigmento, as amostras foram
analisadas em espectrofotometro e em seguida os resultados foram convertidos em
porcentagem de bixina, através do seguinte fator de correcdo: DO x 6,97 = % Bixina. A
Densidade Optica (DO) ¢ determinada com a leitura das amostras em 480 nm; obtencio do
laminario histologico — foram utilizadas sementes a partir do terceiro estadio de maturagao,
retiradas de cinco frutos que se apresentavam no mesmo estadio de maturacdo e armazenadas
em céapsulas de aluminio mantidas em freezer, visando interromper as atividades celulares.
Para estudos anatdmicos, as sementes foram fixadas em FAAs5y (50 ml de formaldeido, 50 ml
de acido acético glacial, 900 ml de etanol 50%) por 24 horas, mantidas em dessecador sob
vacuo (Johansen, 1940). Depois de fixadas as amostras foram estocadas em etanol 70%. Para
a obtencdo dos cortes, as sementes foram incluidas em metacrilato (Historesin Leica). As
amostras foram desidratadas em série etilica e até o emblocamento, os frascos foram mantidos
em dessecador sob vacuo. Os blocos foram submetidos ao micréotomo rotativo de avango
automatico (Leica RM 2155), para obtencdo de cortes longitudinais de 6 micrometros de
espessura, sendo distendidos em recipiente contendo 4dgua destilada, dispostos em laminas

histologicas e corados com azul de toluidina em pH acido por 13 minutos a temperatura
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ambiente para deteccao de radicais anionicos € metacromasia (O'Brien & McCully, 1981). As
laminas foram montadas com resina sintética (Permount). A andlise ¢ a documentagdo
fotografica foram efetuadas em um microscopio (Olympus AX70) equipado com sistema
fotografico (U-PHOTO).

O delineamento experimental utilizado em todas as avaliacdes foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des de 20 frutos e 50 sementes. Os dados de maturagdo
fisioloégica foram analisados através do modelo de regressdo polinomial, estabelecendo-se
como nivel de significancia dos testes (P < 0,05).A porcentagem de germinagdo, o teor de

bixina e o indice de velocidade de germinagao foram evidenciados através de histogramas.

Resultados e Discussao

Neste trabalho, a época de florescimento, correspondendo ao periodo decorrido
do inicio a completa formaciao dos botdes florais, teve inicio na segunda quinzena de
marco, estendendo-se até inicio de junho. Somente 14 dias apés a antese houve a

formacao de frutos.

Na Tabela 1, sdo apresentadas as caracteristicas fisicas e morfologicas dos frutos
e das sementes de Bixa orellana para as diferentes épocas de colheita. Considerando os
frutos colhidos apos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 e 84 dias apés a antese, verificou-
se o efeito da idade dos frutos sobre o comprimento e didmetro, tendo atingido maior
dimensdo apdés 49 dias da antese, mantendo-se praticamente inalteradas essas

caracteristicas apods esse periodo.

Com relagio a coloracio, verificou-se que os frutos colhidos até os 70 dias apos
a antese, apresentaram uma coloracio verde. Deste estiadio até aos 84 dias, as
tonalidades foram se alterando, tomando tons um pouco mais escuros, passando a
coloracio verde-amarronzada, que foi se tornando mais escuro (marrom-escuro) e com
aspecto mais seco até os 77 dias, concordando com Franco et al. (2001). Aos 84 dias,
verificou-se o inicio de deiscéncia através de uma abertura, por onde sio liberadas as

sementes, embora ainda houvesse frutos fechados (Figura 1).

De maneira analoga, as sementes apresentaram um continuo processo de
mudancas em sua coloracio, passando de tons de péssego aos 14 dias ap6s a antese, para

coloracgao rosa apés 21 dias, adquirindo a coloracdo vermelha aos 28 dias apds a antese,
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permanecendo com essa coloracdo até 77 dias apds a antese, adquirindo a coloracio

preta aos 84 dias.

A utilizacdo de caracteristicas como coloracio de frutos e sementes para
determinar o ponto de maturacgao fisiolégica das sementes de urucu demonstrou
bastante eficiente, pois estas caracteristicas s3o relativamente ficeis de serem
correlacionadas com a maturidade fisioldgica, concordando com as observacoes feitas

em caléndula por Silveira et al. (2002).

As variaveis: teor de Agua e massa seca das sementes; e, teor de Agua e massa
seca, massa fresca e diAmetro dos frutos, ajustaram-se a regressio de modelo polinomial

(Figura 2).

A massa seca das sementes teve comportamento inversamente proporcional ao teor
de dgua das mesmas (Figura 2A e 2B). As sementes extraidas de frutos colhidos aos 14 dias
apods antese, portanto em fase de crescimento, apresentaram teor médio de agua de 83,39%.
Teor que oscilou de 85,1 e 81,2% de 4gua nas avaliacdes efetuadas no periodo compreendido
entre 21 e 42 dias apds a antese, conforme caracterizado pela curva obtida a partir da equacao
de regressio (R” = 0,86).

Martins & Silva (1997), estudando a maturacdo de sementes de Dalbergia nigra,
verificaram alto teor de umidade inicial nas sementes das primeiras coletas e comentam que o
posterior decréscimo desta umidade estd relacionado com a importdncia da 4agua nos
processos de enchimento e maturagdo das sementes. Para que os produtos fotossintetizados
nas folhas atinjam as sementes em formagdo e sirvam como material de constru¢do e de
reserva, € preciso que as sementes estejam com elevado grau de umidade, que ocorre até que
o peso de massa seca atinja o valor maximo, iniciando entdo uma rapida desidratacdo
(Carvalho & Nakagawa, 2000).

A massa seca das sementes atingiu valor maximo (1,26 mg semente™) com 77 dias
apos a antese (R® = 0,85), enquanto a umidade, nessa mesma época, atingiu valores de
34,35% (R* = 0,86).

Com relagdo ao teor de dgua dos frutos (Figura 2C), este permaneceu mais ou menos
constante até a nona coleta, que se deu aos 70 dias apds a antese (74, 69%), reduzindo
progressivamente a partir deste ponto. Aos 77 dias apos a antese, os frutos sofreram uma
queda acentuada no teor de umidade (33, 8%), cujo valor continuou decaindo até os 84 dias
apods a antese (décima primeira coleta), onde os frutos ja& apresentavam um teor de dgua de

~ 2 ~
13,73%, conforme mostra a curva de regressao (R” = 0,84) e coloracdo marrom-escura, opaca,
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com inicio de deiscéncia, e, as sementes de coloragao vermelha muito intensa, iniciando um
processo de oxidacdo, passando a coloracdo preta, quando se desprendiam com maior
facilidade dos l6culos das cachopas.

A massa seca dos frutos (Figura 2D) apresentou valor de 0,04 g fruto™ aos 14 dias
apos a antese, atingindo 0,89 g fruto™ apés 84 dias (R* = 0,90). Nesse periodo os frutos
apresentavam uma coloracao marrom-escura. A massa fresca dos frutos (Figura 2E) aumentou
até os 35 dias apos antese, permanecendo mais ou menos constante até¢ os 70 dias, sofrendo
uma queda acentuada a partir desse ponto (R* = 0,81). O didmetro dos frutos (Figura 2F)
apresentou crescimento progressivo até 28 dias apos a antese, permanecendo inalterado apo6s
esse periodo, enquanto a massa dos frutos aumentou até 56 dias, reduzindo-se a partir de 70
dias, atingindo valores de 1,03 g apds 84 dias.

O numero de sementes por fruto (Figura 2G) nao apresentou alteraciao
significativa durante a fase de maturacio, sugerindo que o nimero de sementes formado
no fruto esteja mais relacionado com a taxa de polinizacio e fertilizacio do que com a
idade do fruto. O numero médio de sementes por fruto ¢ de 42, sendo que o fruto com

menor peso (0,17 g) possuia 42 sementes e 0 de maior peso (4,87 g) possuia 44 sementes.

A auséncia de germinagdo pelas sementes extraidas dos frutos colhidos dos 14 aos
49 dias, indica imaturidade fisiologica das mesmas. O inicio de germinagdo (protrusao da raiz
principal da primeira semente), somente se verificou aos 56 dias apods antese (Figura 3A) sem,
contudo, originar uma plantula normal, de acordo com Brasil (1992). Maior porcentagem de
germinagdo foi obtida apds 77 dias da antese (22,5%), sendo nesta data, também, verificado o
maior vigor (Figura 3B).

Martins & Silva (1997) ndo obtiveram germinagdo das sementes de Dalbergia nigra
nas trés primeiras colheitas, podendo tal fato estar relacionado com a possivel imaturidade
fisiolégica das sementes. A germinagdo iniciou-se a partir da quarta colheita, aumentando
gradativamente até atingir 88% na ultima colheita, discordando de Sediyama et al. (1991), que
obtiveram maiores porcentagens de germinacdo em sementes de mandioquinha-salsa oriundas
das primeiras colheitas, e sugeriram que essa maior porcentagem de germinag¢do pode ser
atribuida ao maior fluxo de nutrientes durante a formagdo das sementes, uma vez que as
mesmas apresentaram maior peso, € o prolongamento da colheita acarretou perda
consideravel na capacidade germinativa das sementes.

Na Figura 4 pode-se observar as variagdes ocorridas no teor (%) e na producio de

bixina (kg ha™). Nos primeiros estadios de maturacio (35, 42, 49 e 56 dias apos a antese) 0
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teor do pigmento permaneceu mais ou menos constante (0,64%, 0,65%, 0,68%, 0,68%
respectivamente), possivelmente pelo fato das sementes ndo terem acumulado quantidade
substancial do pigmento, conforme pode ser visto nas Figuras 5A, 5B e 5C. Estes resultados
discordam daqueles obtidos por Kato et al (1992), que estudando a época de colheita de
sementes de urucu, verificaram que somente dos 30 aos 51 dias apods a abertura da primeira
flor da inflorescéncia, as sementes apresentavam teores aceitaveis de bixina. Se as sementes
demoram a ser colhidas, sofrem um processo de oxidacdo, adquirindo a coloracdo preta
(Cavalieri, 1991).

A Figura S5A mostra no inicio da formacao da semente, apdés 21 dias, que as
estruturas celulares que formam o tegumento externo (testa) e o tegumento interno
(tégma) estao bem diferenciados, mas nio completamente formados. Na testa existem os
canais secretores, onde, em estadios mais avancados, vai haver a formaciao do pigmento

bixina.

Apos 35 dias da antese (Figura 5B) é possivel observar a diferenciacio dos
idioblastos e da camada de células que ocorre abaixo destes. Os macroesclereideos ja
aparecem bem lignificados, apresentando uma espessa camada de coloracdo azulada
evidenciado in situ, devido a estrutura metacromatica em presenca do azul de toluidina
a pH 4. Durante o processo de germinacio essas alteracdes na metacromasia ficam mais

evidenciadas (Cortelazzo, 1986; Randi, 1987; Lopes, 1990).

Em estadios mais avancados de maturacdo, como aos 56 dias apos antese, é
possivel observar um aumento dessa lignificacdo (Figura 5C), onde a metacromasia

aparece mais acentuada.

Aos 70 dias apds a antese, observa-se a formacdo do pigmento bixina nos canais
secretores. Nesse estadio, o teor do pigmento apresentou aumento (0,88%), culminando com
1,61% aos 77 dias ap6s a antese (Figura 4A), fase da maturagdo que ocorreu maior
concentragdo do corante (Figuras 5D e 5E), resultados que concordam com as observagoes de
Cavalieri (1991), quando afirma que o maior teor do corante ¢ encontrado em sementes
extraidas de cachopas secas na planta. Carvalho Neto (1989), estudando as sementes de cinco
variedades de urucuzeiro obteve valores de bixina inferiores a 0,22%.

Essa oscilacdo de valores de bixina, observada nas sementes das variedades
estudadas, pode ser atribuida ao fato de que o urucuzeiro ¢ cultivado em areas com diferentes

tipos de clima e em regides proximas das zonas equatorianas, sugerindo que possa estar
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associada a fatores climaticos ou edaficos, ou relacionada com fatores genéticos da planta, ou
ainda, a interacao desses fatores (Sao Jos¢, 1990; Falesi & Kato, 1992).

Aos 84 dias apods a antese, verificou-se um decréscimo no teor de bixina (0,67%),
conforme pode ser visualizado na Figura 4F. No ultimo estaddio de desenvolvimento das
sementes de urucu, os tegumentos apresentam-se altamente impermeaveis e lignificados,
diminuindo a taxa de embebi¢do, uma das causas da dorméncia nas sementes dessa espécie
(Amaral et al., 2000; Custodio et al., 2002). A lignificacdo ocorre geralmente em células do
tecido vascular, encontrado em quase todos os 6rgdos, sendo mais abundante em caules e
raizes (Raes et al., 2003). A lignina se destaca como um dos maiores polimeros dos vegetais,
com importante fun¢ao na adaptagdo das plantas ao meio, sugerindo, portanto, que além de ter
contribuido para a adaptacdo das plantas no processo evolutivo, também impermeabilizou a
parede celular e habilitou o transporte de dgua e solugdes pelo sistema vascular (Sarkanem &
Ludwig, 1971).

Rolston (1978) também mostrou que durante o desenvolvimento das sementes de
Bixa orellana o tegumento interno se espessa muito apresentando, quando maduras, um
padrao semelhante ao das leguminosas arbdreas, que apresentam impermeabilidade a agua,
um tipo de dorméncia muito freqiiente nessa familia e em Malvaceae, Geraniaceae,
Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Solanaceae e Liliaceae (Kramer & Kozlowiski, 1972;
Roberts, 1972; Carvalho & Nakagawa, 2000) como verificado em Caesalpinea ferrea, Cassia
grandis e Samanea saman (Lopes et al., 1998); Bauhinia monandra e Bauhinia ungulata
(Alves, et al., 2000); Mimosa caesalpiniaefolia (Bruno et al., 2001); Bowdichia virgilioides
(Sampaio et al., 2001; Smiderle & Souza, 2003); Lotus subbflorus (Jacob Junior et al., 2004).

Verificou-se, também, que apds 84 dias da antese, além da deiscéncia dos frutos,
houve oxidacdo da bixina, determinando um decréscimo no seu contetido (Figuras 4A e 5F).
Verificou-se, nesse estddio de maturagdo, que o processo de oxidacdo promoveu um
escurecimento das sementes, tornando-as com coloracdo vermelho-escuro, com pontuacdes

enegrecidas.

Conclusées

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitem concluir que:

a maturagao fisiologica das sementes ¢ atingida aos 77 dias apos a antese;

ocorre a deiscéncia dos frutos apds 84 dias da antese;
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apos 84 dias da antese as sementes apresentam coloracao vermelho-escuro;

o teor de 4gua e o peso de matéria seca sao os indices que melhor caracterizam a maturagao e
época de coleta das sementes;

maior porcentagem de germinacao e teores mais elevados do pigmento bixina sdo obtidos aos
77 dias ap6s a antese, época em que a colheita deve ser realizada;

os macroesclereideos, apos 84 dias da antese apresentam-se bastante lignificados, com alta

metacromasia evidenciada in situ, pelo azul de toluidina.
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Tabela 1: Parametros fisicos e morfologicos dos frutos e sementes de urucu (Bixa orellana
L.) cultivar Casca Verde, coletados durante 84 dias apos a antese. Laboratério de
Tecnologia e Analise de Sementes. 2004

Diasapésa  Comprimento  Didmetro dos Coloragao Coloragao
antese dos frutos (cm)  frutos (cm) dos frutos das sementes
14 1,0 0,6 Verde Péssego

21 3,0 2,0 Verde Rosa

28 3,8 2,7 Verde Vermelha

35 3,8 2,5 Verde Vermelha

42 3,7 2,5 Verde Vermelha

49 3,9 2.9 Verde Vermelha

56 3,7 2,5 Verde Vermelha

63 3,8 2,8 Verde Vermelha

70 4,1 2.8 Verde Vermelha

77 3,3 2,8 Verde- Vermelha-escuro

amarronzado

84 3,4 2,7 Marrom-escuro Vermelha-escuro
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Figura 1: Frutos de urucuzeiro em diferentes estadios de maturagao.
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Figura 2: Teor de agua (A) e massa seca (B) das sementes; teor de agua (C), massa seca (D),
massa fresca (E) e didmetro (F) dos frutos e nimero de sementes por fruto (G) de
urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde em fungao de dias apds a antese.
Laboratorio de Tecnologia e Andlise de Sementes. 2004.
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Figura 3:

Germinagao ¢ indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementes de urucu

(Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde em diferentes estddios de maturagao.
Laboratorio de Tecnologia e Anéalise de Sementes — CCA-UFES, Alegre-ES, 2004.
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Figura 4: Variacdo no teor do pigmento bixina e producio de bixina (kg ha™) de sementes de
urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde em diferentes estadios de

maturagao.
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Figura 5: Cortes histolégicos do tegumento evidenciando os
canais secretores de bixina em sementes de urucu
(Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde aos 21 dias apos
antese (A), 35 dias apds a antese (B), 56 dias apos
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antese (C); 70 dias apds antese (D), 77 dias apds
antese (E) e 84 dias apos antese (F).
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Capitulo 2
GERMINACAO DE SEMENTES DE URUCU EM DIFERENTES

TEMPERATURAS E SUBSTRATOS

RESUMO - Objetivou-se neste trabalho analisar o comportamento germinativo das sementes
de urucu cultivar Casca Verde, com e sem escarificagdo, sob regime de diferentes
temperaturas e substratos. O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia e Analise de
Sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-
UFES). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, num esquema
fatorial 2x6x4 (dois tratamentos fisicos nas sementes, seis substratos € quatro temperaturas),
totalizando 48 tratamentos, com quatro repeticdes de 50 sementes. Os tratamentos fisicos
foram: as sementes intactas e as sementes escarificadas; os substratos foram: a areia, a
vermiculita, a fibra de coco, o p6 de serra, o Plantmax® ¢ o rolo de papel Germitest® ; €, as
temperaturas testadas foram constantes de 20, 25 e 30°C e alternada de 20-30°C. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Os
resultados obtidos evidenciaram maior porcentagem de germinagdo das sementes de urucu
semeadas nos substratos areia, vermiculita e rolo de papel; as temperaturas de 25, 30 e 20-
30°C se mostram adequadas para testes de germinagdo de sementes de urucu.

Termos para indexagdo: Bixa orellana L., capacidade germinativa, vigor.
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GERMINATION OF ANNATTO SEEDS UNDER DIFFERENT
TEMPERATURES AND SUBSTRATES

ABSTRACT - This work was carried out with the objective to verify the effect of
temperature and substrate on germinative capacity of annatto seeds. This study was developed
in the Laboratories of Seed Analysis of Agrarian Science Center that belongs the
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), located in Alegre — ES, Brazil. The
experimental design was 2x6x4 factorial involving: (i) two treatments in the seeds, (ii) six
substrate, and (iii) four temperatures. Four replications were realized using 50 seeds at each
experimental unit. Treatments refer to intact and scarified seeds. Substrates utilized was sand,
vermiculite, coconut fiber, wood fiber, Plantmax® and paper roll. Temperatures employed
were 20, 25, 30 and 20-30° C. Average contrasts were verified using Tukey test at 5% of
significance. According to outcomes can be concluded: (i) better percentages of germination
occurred using sand substrate, vermiculite and paper roll; and (ii) temperatures of 25, 30 and
20-30°C can be utilized in germination test of annatto seeds.

Key Words: Bixa orellana L., germination capacity, vigor.
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INTRODUCAO

O urucuzeiro (Bixa orellana L.) ¢ uma planta perene, caracteristica da floresta
amazonica de véarzea, pertencente & familia Bixaceae. E uma planta de importincia
condimentar de larga utilizacdo na culindria, cultivada em muitas regides do pais para
exploracdo de suas sementes e, como planta ornamental (Lorenzi, 1998). Sua propagagao ¢
feita preferencialmente por sementes (Ramalho et al., 1988; Hartmann et al., 1990), por ser o
método mais facil e econdmico do que a propagagdo vegetativa e a micropropagagao (Pereira
et al., 1995). Entretanto, ap6és a maturacdo das sementes, ocorre aumento de dureza do
tegumento e impermeabilidade a agua, fator de dorméncia da semente (Bewley & Black,
1994), necessitando, portanto, de escarificacdo para que as mesmas germinem (Amaral et al.,
2001).

Dentre as condigdes ambientais que afetam o processo germinativo, a temperatura
exerce uma influéncia significativa, sendo considerada como temperatura 6tima, aquela na
qual a mais alta porcentagem de germinagdo ¢ obtida em menor espago de tempo, enquanto
temperaturas maximas € minimas sdo pontos nos quais as sementes apresentam menor
porcentagem de germinacdo (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989). A temperatura tem efeito
ainda na absorcdo de 4gua pela semente e nas reacdes bioquimicas que regulam o
metabolismo necessario para iniciar o processo germinativo (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Além da temperatura, o substrato exerce papel fundamental no comportamento
germinativo das sementes. Ele corresponde ao meio onde a semente € colocada para germinar,
possui a funcdo de manter as condi¢des adequadas para germinacdo das mesmas e para o
desenvolvimento das plantulas (Pifia-Rodrigues & Vieira, 1988; Figliola et al., 1993). Os
fatores estrutura, aeracdo, capacidade de reten¢do de agua e grau de infestacdo de patdgenos
podem variar de um substrato para outro, favorecendo ou prejudicando a germinacao das
sementes (Barbosa & Barbosa, 1985). Ele deve manter a disponibilidade de 4gua e a aeragao
em propor¢des adequadas (Popinigis, 1985), evitando a formag¢do de uma pelicula de dgua

envolta na semente (Villagomez et al., 1979).
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Portanto, ¢ importante descobrir quais as condi¢des ideais de temperatura e substrato
para a germinagdo das sementes, cujo teste fornece informacdes sobre o potencial de
determinada amostra que germine em condicdes ideais de ambiente, e se feito de acordo com
instrugdes estabelecidas nas Regras de Andlise de Sementes, oferece a possibilidade de
repeti¢ao dos resultados, (Krzyzanowski et al., 1999).

Na escolha do substrato, deve-se levar em consideragdo o tamanho da semente, a
exigéncia da mesma em relagdo a quantidade de agua, sua sensibilidade ou ndo em relagdo a
luz. Dentre varios substratos testados, a areia ¢ a vermiculita tém sido considerados de
excelente qualidade para a germinacdo de sementes, uma vez que apresentam baixa
contaminagao de microrganismos (Brasil, 1992; Figliola et al., 1993).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a germinagdo de

sementes de urucu cultivar Casca Verde em diferentes temperaturas e substratos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia e Andlise de Sementes do
Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo (CCA-UFES), Alegre-ES.

Foram utilizadas sementes de urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde,
provenientes de plantas com cinco anos de idade, de um mesmo pomar de produg¢do, colhidas
no ponto de maturagdo fisioldgica, apds 77 dias da antese.

Os frutos coletados foram encaminhados ao Laboratorio, onde foram extraidas as
sementes, secas & sombra por 24 horas e avaliado o teor de 4gua pelo método de estufa a 105
+ 30C, durante 24 horas, de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992).
Posteriormente, uma fra¢ao das sementes recebeu o tratamento de escarificagdo mecanica ¢ a
outra fracdo foi mantida intacta.

Na montagem deste experimento, foram utilizados os seguintes substratos: a areia, a
vermiculita, a fibra de coco, o p6 de serra, o Plantmax® e o rolo de papel Germitest® | e, as
temperaturas testadas foram constantes de 20, 25 e 30°C e alternada de 20-30°C.

O teste de germinagdo foi realizado com quatro subamostras de 50 sementes
semeadas em caixas de gerbox, contendo os substratos que foram umedecidos com agua
destilada na proporgdo de 15 mL, sendo o substrato papel Germitest® umedecido com 4gua

destilada, equivalente a 2,5 vezes o seu peso seco. Todos os substratos foram esterilizados em
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estufa a 160°C, durante quatro horas. No final do teste de germinagdo foram computadas as
porcentagens de plantulas normais, anormais, sementes dormentes € sementes mortas (Brasil,
1992) e massa fresca e seca de plantulas normais. Para a determinacdo da massa seca foi
utilizado o método de estufa a 80°C, durante 72 horas e pesadas em balanga eletronica.

Foi utilizado um esquema fatorial 2x6x4, no delineamento inteiramente
casualizado, num total de 48 tratamentos com quatro repeticoes. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de varidncia e teste F. Os dados para interpretacio foram
apresentados com as médias dos dados originais. As médias foram comparadas pelo

teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de 4agua e o peso de mil sementes, determinados nesta avaliagdo, no momento
da colheita foram de 23% e 4,3 g, respectivamente.

As médias estimadas da porcentagem de germinacdo (protrusdo da raiz principal) e
de plantulas normais de sementes intactas e escarificadas, semeadas em diferentes substratos e
sob diferentes temperaturas encontram-se nas Tabelas 1 e 2, respectivamente, nas quais se
verificam interacdes significativas entre substratos e temperaturas, nas diferentes condigdes
fisicas das sementes.

A interagdo significativa entre temperatura e substrato foi relatada por Figliola et al.
(1993), onde afirmam que a capacidade de retengdo de agua e quantidade de luz que o
substrato permite chegar a semente podem ser responsaveis por diferentes respostas obtidas
na germinagdo, ainda que mantidas sob a mesma temperatura. Na temperatura de 20°C,
considerando a protrusdo da raiz principal (Tabela 1), foram obtidos maiores valores nos
substratos vermiculita, p6 de serra e rolo de papel, com destaque nas sementes intactas, a
excecao dos substratos vermiculita e p6 de serra.

Na temperatura de 25°C, todos os substratos testados apresentaram valores de
germinagio similares, diferindo somente do Plantmax®, que registrou valores menores,
praticamente, ndo havendo diferenga entre os tratamentos fisicos da semente. Na temperatura
de 30°C ndo ocorreram variagdes na porcentagem de germinacdo das sementes intactas
mantidas nos substratos areia, vermiculita e rolo de papel, que foi significativamente maior do

que nas sementes escarificadas, a excecao do rolo de papel que se manteve similar. Nesta
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temperatura, as sementes escarificadas somente revelaram valores maiores no substrato pé de
serra.

Sob temperatura alternada de 20-30°C, maiores valores de germinagdo (protrusao da
raiz principal) foram registrados nas sementes intactas, nos substratos areia (55%),
vermiculita (77%), pé de serra (72%) e rolo de papel (75%) e os mais baixos valores no
substrato Plantmax® (25%), entretanto, as plantulas produzidas nos substratos fibra de coco,
p6 de serra e Plantmax® apresentavam deformacdes durante a fase inicial de
desenvolvimento, culminando com plantulas anormais (Tabela 3).

A temperatura afeta a germinacdo, havendo uma temperatura Otima, na qual se
verifica uma maxima velocidade e porcentagem de germinagdo, acima ou abaixo da qual a
germinacgao ¢ prejudicada (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989). Estes resultados corroboram os
obtidos por Gomes & Bruno (1992), que recomendam o substrato rolo de papel, sob
temperatura alternada de 20-35°C para maiores porcentagens de germinagdo e
desenvolvimento de plantulas de urucu. Entretanto, em sementes tratadas com escarificacao
mecanica ndo ocorreu variagdo na porcentagem da protrusdo da raiz principal.

Este comportamento, verificado nessas sementes, pode ser explicado pelo fato das
mesmas se encontrarem em fase de maturagdo, apresentando o tegumento ainda bastante
macio, em relagdo as sementes secas apos a deiscéncia dos frutos, embora Popinigis (1985)
afirme que a dorméncia em muitas espécies se estabelece durante a maturagao e as sementes
ndo apresentam todo seu potencial germinativo.

Oliveira et al. (2001) investigaram a influéncia dos substratos (entre papel, sobre
papel, entre areia e entre vermiculita) e das temperaturas (25, 30 e 20-30°C) sobre a
germinagdo de sementes peletizadas de Lycopersicon esculentum e verificaram que os
substratos entre areia e entre vermiculita sdo os mais adequados para a germinagdo nas
temperaturas de 25 e 30°C.

Folli & Lopes (2004), estudando os efeitos de diferentes substratos e temperaturas
sobre a germinacdo de sementes de Sparattosperma leucanthum (Vell.) Schum., verificaram
que os melhores resultados de germinagao ocorreram sob temperaturas alternadas de 20-35°C,
quando as sementes foram mantidas no substrato sobre areia.

Nassif & Perez (2000), estudando a influéncia da temperatura na germinagdo de
sementes de amendoim-do-campo, concluiram que esta espécie tolera grandes variagdes de
temperatura, ou seja, que as maiores porcentagens (91,5 ¢ 98%) ocorreram em 18 e 30°C,
respectivamente. Resultados similares foram encontrados para as sementes intactas de urucu,

que apresentaram maior porcentagem de germinacdo quando submetidas a temperatura
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constante de 30°C, juntamente com o substrato areia (81,5%), sem, contudo, diferir
estatisticamente do substrato vermiculita (78,5% de sementes germinadas) (Tabela 1). Nesta
temperatura, verificou-se, entretanto, que ndo houve intera¢do significativa das sementes
escarificadas com os substratos testados, havendo variagdo de resultados dentro dos
substratos, sendo que vermiculita e fibra de coco apresentaram resultados similares,
destacando-se dentre os demais, juntamente com o substrato areia.

De acordo com Figliola et al. (1993), na vermiculita, o contato entre as sementes € 0
substrato ¢ bem maior, sendo recomendado para sementes de forma esférica e, sobre
vermiculita como sendo um tipo de substrato indicado para todos os tipos de sementes,
particularmente as sementes grandes com germinagdo lenta. Entretanto, lossi et al. (2003),
ndo recomendam o uso de vermiculita para testes de indice de velocidade de germinacdo em
sementes e plantulas de tamareira-ana (Phoenix roebelenii).

Para Varela et al. (1999), sementes de sumaima alcancam uma alta taxa de
germinacdo em temperatura de 30°C e alteracdes de 5°C para cima ou para baixo, reduzem a
capacidade germinativa das mesmas. Estes resultados concordam com aqueles obtidos por
Souza et al. (2000), que concluiram que temperaturas de 20, 20-25, 20-30 e 20-35°C
resultaram nos menores valores médios de germinagao para sementes desta espécie.

Silva & Aguiar (2004), estudando o efeito dos substratos e das temperaturas na
geminacdo de sementes de faveleira, concluiram que os melhores substratos a serem
utilizados em testes de germinagio sdo: areia, vermiculita, papel Germitest® e papel filtro
cominado com temperaturas alternadas de 20-30°C. Para o teste de vigor e velocidade de
germinacdo, esses mesmos autores recomendam o substrato papel filtro cominado com
temperaturas alternadas de 20-30°C.

As médias estimadas da porcentagem de germinacao (plantulas normais) (Tabela 2)
evidenciam que dentro de cada substrato houve variacdes com a mudanca de temperatura e
com o tratamento fisico das sementes. Dentre os substratos testados, em todos os tratamentos
fisicos da semente, a fibra de coco, o po de serra e o Plantmax® ndo se revelaram bons
substratos para germinacdo dessas sementes. J4 nos substratos areia, vermiculita e rolo de
papel, embora tenham sido observadas variagdes na porcentagem de plantulas normais, foram
evidenciados como os melhores substratos, para germina¢do de sementes de urucu, com e sem
tratamentos fisicos das sementes, em todas as temperaturas testadas, a exce¢do de 20°C para
rolo de papel e sementes escarificadas em vermiculita.

A faixa 6tima de temperatura para espécies de regides tropicais estd entre 20 e 35°C

Larcher (2000), como para Bixa orellana L. (Gomes & Bruno 1992); Chaetotropis elongata
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(Kunth) Bjorkman (Ferrari, 1999); Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (Santos et al.,
1999) e Sebastiania commersoniana (Baill.) Smith & Downs (Santos & Aguiar, 2000). Cicero
(1986) sugere que a alternancia de temperatura age sobre os tegumentos das sementes,
tornando-os mais permedveis a agua e ao oxigénio e parece ter equilibrio sobre substancias
promotoras e inibidoras da germinagdo. Maior porcentagem de germinagdo e maior indice de
velocidade de germinacao de sementes de branquilho foram observados em temperatura

alternada de 20-30°C (Santos & Aguiar, 2000).

CONCLUSOES

Considerando o ponto de maturacgdo fisiologica das sementes, nas condi¢des em que

este trabalho foi conduzido, pode-se concluir que:

as temperaturas de 25, 30 e 20-30°C podem ser utilizadas em testes de germinacdao de
sementes de urucu;

as sementes devem ser colocadas para germinar nos substratos areia, vermiculita e rolo de
papel;

os substratos fibra de coco, po de serra e Plantmax® mostraram-se inadequados para a
germinacgdo de sementes de urucu;

areia, vermiculita e rolo de papel foram os melhores substratos para germina¢do de sementes

de urucu, com e sem escarificagao.
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Tabela 1 — Germinagdo (protrusdo da raiz principal) (%) de sementes intactas e sementes
escarificadas de urucu (Bixa orellana L.) em diferentes temperaturas e substratos.

2005.
Sementes Intactas Sementes Escarificadas
Substratos 20°C 25°C 30°C 20-30°C 20°C 25°C 30°C 20-30°C
Areia 77,0 aA 75,0 aA 81,5aA  55,0abA 57,0aB 62,5aA 61,0aB 46,5 aA
Vermiculita 70,0 abA  77,5aA  78,5aA 77,5aA 64,25aA 62,5aA 54,5aB 51,5aB
Po6 de coco 41,0cA  57,5aA  54,5bA 51,5bA  46,5abA 31,0bB 28,0bB 33,0aB
P6 de serra 68,5abA 72,0aA  25,0cB 72,0 abA  60,0aA 57,0aA 56,0aA 56,0 aA
Plantmax 53,0bcA  25,0bB  25,5cA 25,0 cB 36,5bB  57,0aA  10,5bA 56,5 aA

Rolo de papel 76,0aA  69,5aA 73,5abA  75,0abA 48,0abB 56,5aA 61,0aA 56,0 aB

As médias seguidas pelas mesmas letras, maitisculas na linha e minusculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2 — Germinacao (plantulas normais) (%) de sementes intactas e sementes escarificadas
de urucu (Bixa orellana L.) em diferentes temperaturas e substratos. 2005.

Sementes Intactas Sementes Escarificadas
Substratos 20°C 25°C 30°C 20-30°C 20°C 25°C 30°C™  20-30°C
Areia 60,5aA  40,5bB 63,0 aA 35,0 bA 17,5aB 54,0 aA 50,0 33,0 aA
Vermiculita 63,5 aA 69,5 aA 71,0 aA 71,0 aA 45bB 58,5aA 54,0 41,0 aB
Po de coco 1,5 bA 6,0 cA 0,0 cA 9,0 cA 0,0 bA 0,0 bA 54,0 2,5bA
Po de serra 0,0 bA 0,0 cA 0,0 cA 0,0 cA 0,0bA 0,0 bA 0,0 0,0 bA
Plantmax 0,0 bA 5,0 cA 23,0 bA 0,5cA 0,0 bA 7,5 bA 3,5 1,0 bA

Rolo de papel 0,0 bA 68,0aA 73,5aA 64,5 aA 0,0bA 53,0aB 16,0 46,0 aB

As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na linha e minusculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
" Interagdo ndo significativa.

Tabela 3 — Plantulas anormais (%) oriundas da germinacdo de sementes intactas e sementes
escarificadas de urucu (Bixa orellana L.) em diferentes temperaturas e substratos.

2005.
Sementes Intactas Sementes Escarificadas
Substratos 20°C 25°C 30°C 20-30°C 20°C 25°C 30°C 20-30°C
Areia 16,5dB  34,0bcA 18,5bcA  20,0cA  39,5bA 8,5cdB 10,5bcA 13,5bA
Vermiculita 6,5 dB 8,0 dA 0,5 bcA 7,0cA  53,0abA 4,0dA 0,5cA 9,5 bA
Po de coco 39,5¢cA 51,5abA 28,0 aA 42,5bA 46,5abA 31,0bcB  28,0bB 30,0 bA

Po6 de serra 68,5abA 72,0aA 56,0 bB 72,0aA  60,0aA 57,0aA 56,0 aA 56,0 aB
Plantmax 53,0bcA 20,0cdB  4,5bcA 24,5bcB 36,5bB 50,5abA  4,5cA  55,5aA
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Rolo de papel 76,0 aA 1,5dA 1,0 cA 10,5cA 48,0 abB 3,5dA 1,0 cA 10,0 bA

As médias seguidas pelas mesmas letras, maitisculas na linha e minusculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Capitulo 3

GERMINACAO IN VITRO DE URUCU

RESUMO — A semente do urucu apresenta baixa germinagdo devido ao fendmeno da
dorméncia. Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/UFES), com o objetivo de
avaliar a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de eixos embrionarios de urucu (Bixa
orellana L.), cultivar Casca Verde, em meio de cultivo in vitro, com diferentes niveis de agar.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3x4, sendo trés tratamentos para as sementes: sementes intactas (SI), sementes sem tegumento
(SST), eixos embrionarios (E) e quatro niveis de agar (4,6,8¢ 10 g L"), em meio basico MS,
com duas repetigdes de cinco tubos e uma semente por tubo. O critério de avaliagdo adotado
foi a protrusdo da raiz principal, com 2 mm de comprimento para sementes intactas e sem
tegumento e desenvolvimento da radicula para eixos embrionarios. Sementes sem tegumento
em meio de cultura contendo 4 g L' de 4dgar apresentaram maior porcentagem de germinagio.
Maiores porcentagens de plantulas normais foram observadas no desenvolvimento de eixos
embrionarios em meio de cultura contendo 10 g L' de 4gar. Sementes intactas apresentaram
as menores porcentagens de germinagio e de plantulas anormais em 4 ¢ 6 g L' de agar.
Maiores massas fresca e seca das plantulas normais ocorreram na germinacdo de sementes
sem tegumento em meio de cultivo com 10 g L™ de 4gar.

Termos para indexagdo: Bixa orellana L., meio de cultura, agar.
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GERMINATION IN VITRO OF ANNATTO SEEDS

ABSTRACT — The annatto seeds present low germination due to the dormancy phenomenon.
This study was carried out in the Laboratory of Biotechnology of Agrarian Science Center
that belongs the Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), loccated in Alegre
ES, Brazil. Objectives were to evaluate germination of seeds and the development of embryo
axis of annatto (Bixa orellana L.), cultivar Casca Verde (green tegument) in medium of
cultivation in vitro with different agar concentrations. The experiment design was 3 x 4
factorial design. It was used: (i) intact seeds (SI), seeds without tegument (SST) and embryo
axes of annatto (E); and (ii) four levels of agar concentrations (4, 6, 8 and 10 g L") were used
in a basic medium MS. Two replications were realized using at each five tubes with one seed
per tube. The germination criterion adopted was the protrusion of the principal root with size
equal or greater than 2mm. Seeds without tegument in culture medium containing 4 g L™ agar
presented better germination percentage. Highest percentage of normal seedlings was
obtained in the development of embryo axes in culture medium containing 10 g L' of agar.
Intact seeds presented the lowest germination values and abnormal seedlings in 4 and 6 g L™
agar. Better values of fresh and dry weight of normal seedlings occurred in the germination of
seeds without tegument in culture medium with concentration of 10 g L™ of agar.

Index terms: Bixa orellana L., culture medium, agar.
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INTRODUCAO

Para que a germinag@o ocorra com eficiéncia, € necessario que as sementes estejam
viaveis, ndo dormentes, ¢ as condi¢cdes ambientais sejam favoraveis. A dorméncia pode
ocorrer devido a diversos fatores, como: o embrido imaturo, a impermeabilidade do
tegumento, a presenca de inibidores quimicos, a auséncia de promotores de germinagdo e as
exigéncias especiais de luz ou temperatura (Bewley & Black, 1994), além do efeito inibitorio
dos cotilédones (Taiz & Zeiger, 2004).

O urucuzeiro ¢ uma espécie rustica, pouco exigente em tratos culturais ¢ de
crescimento rapido (Ramalho et al., 1987). Suas sementes constituem-se na via de propagagao
mais empregada na implantacdo dos campos produtores de urucu, sendo classificadas como
tégmicas, onde o tégma ¢ o responsavel pela prote¢do do embrido e de outros tecidos internos
e a testa tem a funcdo de secrecdo de corantes (Chopra & Kaur, 1965). Nesta espécie, a
maturacdo das sementes culmina com aumento da impermeabilidade do tegumento a agua,
mecanismo de dorméncia imposta pelo tégmen, sendo necessaria, entdo, a escarificagdo das
sementes para que as mesmas germinem (Amaral et al., 2001).

Esta escarificagdo pode ser feita utilizando-se tratamentos especiais com solventes
organicos (alcool e acetona), acidos fortes (acido sulfurico concentrado), agua quente
(termoterapia), além do aquecimento a seco ¢ escarificagdo mecanica, onde se provoca um

desgaste na testa das sementes (Amaral et al., 1995). Rolston (1978) verificou que, durante o
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desenvolvimento das sementes desta espécie, o tegumento interno se espessa acentuadamente,
atingindo um padrdo semelhante ao das leguminosas arboreas, apos a maturagao.

Embrides cultivados in vitro permitem estudar as necessidades nutricionais e fisicas
para seu desenvolvimento, superar a dorméncia em certos tipos de sementes, testar a
viabilidade das sementes, obter hibridos interespecificos viaveis, além de aplicar técnicas de
duplicagdo cromossomica (Pasqual & Pinto, 1988).

O crescimento e o desenvolvimento do embrido zigético depende da espécie,
podendo durar 35 dias em Prunus (Pedrotti et al., 1992) e 140 dias em macieira (Zhang &
Lespinasse, 1991). Segundo Maciel et al. (2000), a propagagdo in vitro é uma técnica de
cultura de tecidos bem sucedida e propicia vantagens sobre os métodos convencionais de
propagagao, permitindo a obten¢dao em curto espaco de tempo e em qualquer época do ano, de
um grande nimero de plantas de boa qualidade fitossanitéria e autenticidade vegetal.

Os meios de cultura solidos ou semi-sélidos sdo, na maioria das vezes, solidificados
com agar, ¢ a consisténcia desses meios depende de fatores como qualidade e nivel do agar,
que pode variar de 4 a 10 g L' (Caldas et al., 1998), do pH, do tipo de explante, dentre outros,
que podem interferir na gelificagdo do meio (Murashige, 1974; Caldas et al., 1998), nao
havendo uma formulagdo-padrao no cultivo in vitro, sendo, entretanto, utilizado o meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com sucesso para diversas espécies (Grattapaglia & Machado,
1998). Para Bixa orellana, apesar do trabalho de micropropagacgdo feito por Almeida et al.
(1995), nao foram encontrados trabalhos que demonstrassem a evolugdo e os estadios de
desenvolvimento dos embrides zigéticos em fung¢do do meio de cultura e do tempo de
incubagao in vitro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagdo de sementes e o desenvolvimento
de eixos embriondrios de urucu (Bixa orellana L.) cultivar Casca Verde, em meio de cultivo

in vitro com diferentes niveis de agar.



70

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), em Alegre-ES, de
outubro a dezembro de 2004.

Foram utilizadas sementes de urucu (Bixa orellana L.), cultivar Casca Verde,
provenientes de plantas com cinco anos de idade, de um mesmo pomar de produgdo, colhidas
em outubro de 2004. Os frutos colhidos foram uniformizados por estddio de maturagdo
(coloragdo marrom, antes da deiscéncia), e nas sementes, foram realizados os seguintes testes:
germinacio in vitro — realizada com sementes intactas (SI), sementes sem tegumento (SST) e
eixos embriondrios (E).

Para a retirada dos tegumentos e¢ dos eixos embriondrios, as sementes foram
escarificadas com lixa d’agua niimero 220 e colocadas para embeber em dgua destilada por 24
horas. Posteriormente, procedeu-se a desinfestacdo das sementes escarificadas e embebidas e
das sementes intactas com alcool a 70%, por 30 segundos e com hipoclorito de sédio a 1%,
por 10 minutos. Em seguida, as sementes foram levadas para cdmara de fluxo laminar,
lavadas com agua esterilizada para retirar o excesso de hipoclorito de sodio e retirados os
tegumentos ¢ eixo embriondrios com auxilio de pinga e bisturi, que foram novamente
desinfestados com hipoclorito de sédio 0,5% e em seguida lavados com agua esterilizada.

O cultivo in vitro foi feito em meio MS completo e solidificado com agar da marca
Lafan, sendo o pH aferido para 5,7+0,1 antes da autoclavagem. Posteriormente, este meio foi

distribuido em tubos de ensaio de 25x150 mm (10 mL tubo™) e os mesmos foram tapados
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com papel aluminio e esterilizados em autoclave a temperatura de 121°C e pressao de 1,05
kgf cm™, durante 20 minutos e levados para sala de crescimento para que esfriassem antes de
se proceder a inoculagao.

Apbs a inoculagdo das sementes intactas (SI), das sementes sem tegumento (SST) e
dos eixos embrionarios (E), os tubos foram novamente tapados com papel aluminio, vedados
com parafilme e mantidos em sala de crescimento a temperatura constante de 27+2°C e
fotoperiodo de 16 horas, sob lampadas fluorescentes do tipo luz do dia fornecendo 1.000 Lux
de intensidade luminosa. O critério de avaliagdo adotado foi a protrusdo da raiz principal, com
2 mm de comprimento para sementes intactas e sem tegumento, ¢ desenvolvimento da
radicula para eixos embrionarios.

Ao final do teste de germinacao in vitro, foram computados os valores referentes: as
porcentagens de sementes dormentes (SD), de sementes mortas (SM) e de eixos
embrionarios mortos (EM); a classificacdo do vigor de plantula — realizada ao final do
experimento até 30 dias apos a inoculagdo. As plantulas foram classificadas como normais e
anormais, conforme as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992); as massas fresca e
seca das plantulas — foram determinadas utilizando-se as plantulas classificadas como
normais no final do teste de germinagao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x4, com duas repeticdes de cinco tubos e uma semente/eixo embrionario por tubo,
sendo trés tratamentos para as sementes: sementes intactas (SI), sementes sem tegumento
(SST), devido ao fato do tegumento apresentar grande resisténcia a absor¢do de agua pela
semente, ¢ apenas eixos embrionarios (E), e quatro niveis de agar Lafan (4, 6, 8 ¢ 10 g L.
Os resultados obtidos, exceto de plantulas normais e anormais, foram submetidos a analise de

regressao de modelo polinomial.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagdo dos niveis de agar no meio de cultura influenciou a germinagéo das sementes e o desenvolvimento de eixos embrionarios
(Figura 1). Verificou-se pelos resultados obtidos, que sementes intactas (SI) ndo germinaram no nivel de 4 g L' de agar e, apresentaram
aumento gradativo na germinagdo a medida que se aumentou esse nivel no meio de cultura, culminando com 33,0% de sementes

germinadas, conforme pode ser observado pela aplicagio da analise de regressio (R*=0,82).

Para as sementes sem tegumento (SST), a germinagdo atingiu 83,0% em meio de cultura com 4 g L™ de 4gar, caindo progressivamente &
medida que se aumentou o nivel deste agente solidificante ao meio, conforme pode ser visto pela aplicagdo da analise de regressao
(R*=0,82). A menor porcentagem de germinagdo nas sementes intactas pode ser explicada pela resisténcia que o tegumento oferece a
absorcdo de agua e, conseqiientemente, a germinagao, fato comprovado pelo resultado nas sementes sem tegumento, onde a germinagao

atingiu valores mais altos em niveis de 4 g L' de 4gar.

A remogdo ou injaria do tegumento por escarificagdo quimica ou mecénica, além de aumentar a permeabilidade a agua, pode ainda
levar a outras mudangas tais como: o aumento da sensibilidade a luz, temperatura e permeabilidade a gases, a remogao de promotores ou
inibidores, afetando o metabolismo da semente e conseqiientemente a sua dorméncia (Khan, 1977). Por outro lado, o aumento no nivel
de 4gar no meio de cultura, até 10 g L', favoreceu o desenvolvimento de eixos embrionarios, atingindo 60,5 %, conforme pode ser

observado pela Figura 1 (R?=0,98).

Santa-Catarina et al. (2001), estudando a germinagdo in vitro e embriogénese somatica a partir de embrides imaturos de canela sassafras
(Ocotea odorifera Mez), afirmam que a maior porcentagem média de germinagao in vitro (78,5%) foi obtida com o uso de embrides
zigoticos coletados aos 360 dias apos a floragdo e 50 dias apds a inoculag@o. Castellani, et al. (2001), trabalhando com caracterizagdo

morfologica de frutos e sementes de xylopia, ndo obtiveram germinagio das sementes quando a semeadura foi feita em meio de cultura.
A andlise de germinagdo mostrou, também, que os €ixos embrionarios apresentaram
maiores porcentagens de plantulas normais de acordo com a Figura 2A. Verificou-se: bom
desenvolvimento da raiz principal, com presenca de raizes secunddrias; crescimento e
diferencia¢do do hipocétilo; hipocotilo longo e cilindrico, com coloragdo rosada na base e
esverdeada em direcdo aos cotilédones; cotilédones cordiformes, em expansdo e verdes
(Brasil, 1992).
Com 4 g L' de agar ocorreu grande percentual (81,5%) de plantulas anormais a partir

de sementes sem tegumentos, e reducdo deste percentual com aumento do nivel de agar,
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chegando a 18,5% no nivel de 10 g L (Figura 2B). Nestas plantulas as caracteristicas
evidenciadas foram: a auséncia de raiz principal, ou presenga bifurca¢do; a ocorréncia de
plantulas raquiticas e plantulas deterioradas. Plantulas normais e anormais com caracteristicas
similares as encontradas nesse trabalho foram descritas por Pereira (1995). Os eixos
embriondrios apresentaram pequena variagdo no percentual de plantulas anormais nos
diferentes niveis de agar, sendo que este percentual foi maximo (21,0%) para o nivel de 4 g L
! de 4gar.

Observa-se pela Figura 3A, que a massa fresca das plantulas oriundas de sementes
intactas teve valores crescentes em niveis de até 7,64 g L™'de agar, decrescendo a medida que
este nivel aumentou, conforme mostra analise de regressio (R*= 0,99). A explicaco para este
fenomeno pode estar associada ao fato de que em meio aquoso ha maior absor¢do de dgua
pelos tecidos dos explantes (Willians & Leopold, 1989).Comportamento contrario foi
observado nas sementes sem tegumento, onde ocorreu aumento gradativo na massa fresca das
plantulas a medida que se adicionou o 4agar no meio de cultura, como mostra a analise de
regressio (R*=0,92), atingindo valor méximo no nivel de 10 g L' de agar.

No desenvolvimento de eixos embriondrios, pode-se observar pouca variagdo na
massa fresca das plantulas, em funcdo do aumento de agar ao meio de cultura, como se
verifica pela analise de regressdo (R*=0,99), sendo o ponto maximo igual a 6,79 g L™ de 4gar.

Pasqual et al. (2002), estudando o cultivo in vitro de embrides imaturos de
tangerineira, obtiveram maiores valores de massa fresca em meios de cultivo na auséncia de
agar ou em baixo nivel do mesmo, ocorrendo uma reducdo nesta caracteristica a proporgao
que se acrescenta agar ao meio.

A massa seca das plantulas apresentou variagdes entre os tipos de sementes e/ou eixos
embriondrios e dentre os niveis de dgar utilizados no meio de cultura (Figura 3B). Em

plantulas oriundas de sementes intactas ocorreu um aumento no peso da massa seca até 7,75 g
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L' de 4gar, com posterior queda 4 medida que este nivel aumentou, conforme mostra a
analise de regressdo (R*= 0,99).

Em plantulas oriundas de sementes sem tegumento, a massa seca foi crescente com o
aumento do nivel de 4gar ao meio de cultura. Este resultado pode ser atribuido ao fato de que
maiores niveis de 4agar no meio de cultivo favorecem a absor¢do de minerais e,
conseqlientemente, maior acumulo de biomassa, culminando com maior massa seca.

De acordo com Salisbury & Ross (1994), maior massa seca de plantas, significa maior
acumulo de fotoassimilados e maior absor¢ao de minerais.

Peixoto & Pasqual (1991), estudando a influéncia do pH e do agar na absorcao in vitro
de nutrientes em brotacdes de videira (Vitis spp), demonstraram que ap6s 45 dias de cultivo
ocorreram variagdes na absorcao dos nutrientes K, S, Fe, Mn, Ca, Mg, P, Zn ¢ Cu em fun¢ao
dos diferentes pH e niveis de 4agar utilizados (3,5, 7,0 e 10,5 g L™). Quanto ao
desenvolvimento dos eixos embriondrios, observa-se, ainda na Figura 3B, que o peso de
massa seca assumiu valores crescentes até o nivel de 6,67 g L' de agar, sofrendo ligeira
queda a medida que se adicionou agar ao meio de cultura, conforme mostra a analise de
regressdo (R’= 0,57).

Resultados semelhantes foram encontrados por Pasqual et al. (2002), onde houve
reducdo na massa seca de brotacdes com o aumento do nivel de dgar ao meio de cultivo.
Brouwer (1962), em uma revisdo sobre distribuicdo de massa seca nas diferentes partes da
planta, afirma que uma parte dessas correlacdes ¢ fixada geneticamente e, dentro desses
limites, as condi¢des externas podem exercer um efeito modificador. De acordo com
Benincasa (1988), cerca de 90% de massa seca acumulada pelas plantas, ao longo de seu
crescimento, sdo resultantes da atividade fotossintética e o restante depende da absorcao de

minerais do meio.
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As porcentagens de sementes dormentes (SD), sementes mortas (SM) e eixos
embriondrios mortos (EM), verificadas no final desse experimento, encontram-se na Figura 4.
No nivel de 4 g L de 4agar, ocorreu 100% de sementes dormentes, verificadas apenas em
sementes intactas, cujos valores decairam progressivamente a medida que se aumentou o nivel
de 4gar no meio de cultivo, conforme mostra a analise de regressio (R*= 0,82) (Figura 4A).

Para sementes de buriti, a dorméncia pode ser quebrada quando as mesmas sdo
expostas a temperaturas de 30 a 40°C, por um periodo de 15 dias, e esta dorméncia ndo ¢
devida ao embrido, uma vez que a taxa de germinagdo de embrides in vitro é superior a 90%
(Spera et al., 2001).

Com relacdo as sementes mortas, cuja presenca foi detectada somente nas sementes
sem tegumento, o comportamento foi contrario. O aumento do nivel de 4agar ao meio de
cultivo, determinou aumento, cujos valores oscilaram entre 20% em 4 g L™ ¢ 60% em 8 g L™
de 4gar, como pode ser observado na analise de regressdo (R>= 0,82) (Figura 4B).

No caso de eixos embrionarios mortos, o comportamento foi semelhante ao das
sementes dormentes, ou seja, os valores decairam a medida que se aumentou o nivel de agar
ao meio de cultivo, com um méaximo de 60% em 4 g L' de 4gar e um minimo de 40% em 10
g L de 4gar, como evidenciou a analise de regressio (R*= 0,98) (Figura 4C).

Silva et al. (2001), estudando cultura de embrides imaturos e organogénese da canela
sassafras, conseguiram 85% de germinacdo de embrides imaturos quando submetidos a 30
dias de refrigeracdo a 4°C e mantidos durante 100 dias em cultura, tendo sido verificada

também a ocorréncia de embrides dormentes logo ap6s a colheita.

CONCLUSOES
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Considerando as condigdes em que este trabalho foi realizado, pode-se concluir que:

maior germinagio foi obtida em sementes sem tegumento em 4 g L™ de agar;

maiores porcentagens de plantulas normais foram observadas para eixos embrionarios em 10
g L de 4gar;

sementes intactas apresentaram menor germinagio em 4 g L™ de agar;

maiores massas fresca e seca ocorreram em germinagdo de sementes sem tegumento em 10 g

L' de agar;
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FIG. 1. Germinagdo (%) de sementes intactas (SI), sementes sem tegumento (SST) e
desenvolvimento de eixos embrionarios (E) de urucu (Bixa orellana L.) em

diferentes niveis de agar.
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FIG. 4. A — Sementes dormentes (%), B — Sementes mortas (%), C — Eixos embriondrios
mortos (%) de urucu (Bixa orellana L.) em diferentes niveis de agar.

CONCLUSOES GERAIS

Levando-se em consideracdo o cultivar utilizado e as condi¢cbes nas quais
este trabalho foi desenvolvido, pode-se concluir que:

a maturacao fisioldgica das sementes ¢é atingida aos 77 dias apds a antese;
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o teor de agua e a massa seca sao os indices que melhor caracterizam a maturagéo
e época de coleta das sementes;

maior porcentagem de germinagao e teores mais elevados do pigmento bixina sao
obtidos aos 77 dias apds a antese, época em que a colheita deve ser realizada;
sementes de Bixa orellana apresentam dorméncia imposta pelo tegumento apés a
maturacgao fisiolégica, com baixa porcentagem de germinagéo;

apés a completa maturacdo, os frutos apresentam deiscéncia e as sementes
apresentam-se com coloragdo com tonalidade enegrecida;

em testes de germinacdo de sementes de Bixa orellana L. as temperaturas
recomendadas s&o 25, 30 e 20-30°C;

as sementes devem ser colocadas para germinar nos substratos areia, vermiculita e
rolo de papel,

a maior porcentagem de germinagdo in vitro ocorre em sementes sem tegumento mantidas em
4gar na concentragio de 4 g L'';

maiores massas fresca e seca ocorrem em plantulas oriundas de sementes sem tegumento

mantidas em 4gar na concentragdo de 10 g L™
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Figura 1A — Planta de urucuzeiro (Bixa orellana L.).

Figura 2A — Botao floral, flor, frutos e sementes de urucuzeiro.




